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1. Einfu¨hrung
Die Suche nach Antworten auf die Funktionsweise und Struktur alles Lebendigen bescha¨f-
tigt die Menschen seit Jahrtausenden. Dies impliziert, dass mit dem Wissen, wie Leben
funktioniert, auch verstanden werden kann, wie Leben gefo¨rdert, geheilt oder zu unserem
Nutzen vera¨ndert werden kann. Die Beantwortung von biologischen Fragestellungen auf
molekularer Ebene stellt eines der essentiellen Forschungsgebiete dar, um den Verlauf von
Krankheiten oder Stoffwechselvorga¨ngen zu analysieren. Sowohl Makromoleku¨le wie z. B.
Polysaccharide oder Proteine, aber auch kleine Moleku¨le wie Aminosa¨uren sind wichti-
ge, molekulare Komponenten in Organismen. Die Analyse dieser Moleku¨le ermo¨glicht es,
biologische und biochemische Lebensvorga¨nge en de´tail verstehen zu ko¨nnen. Sie u¨ben viel-
fa¨ltige Funktionen wie die Strukturbildung aus oder fungieren als Marker metabolischer
Prozesse. Eine Untersuchung solcher Bausteine ist daher von besonderem Interesse, um
deren Funktion und Wirkungsweise in das Gesamtgeschehen eines Organismus einzuglie-
dern.
Je nach Moleku¨l und Fragestellung erfolgt die Untersuchung mithilfe verschiedener biologi-
scher, chemischer oder physikalischer Methoden bzw. bioinformatischer Auswertungstech-
niken. In dieser Arbeit wird sowohl fu¨r die Metabonomics-Studien, als auch fu¨r die Eta-
blierung und Optimierung eines Orientierungsmediums die Kernspinresonanzspektroskopie
(Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, NMR) verwendet. Die NMR-Spektroskopie
ermo¨glicht die Messung von Strukturinformationen bestimmter Substanzen in flu¨ssigen,
festen oder partiell orientierten Medien. Orientierungsmedien dienen hierbei der Gewin-
nung von anisotropen Parametern wie chemischer Verschiebungsanisotropie oder dipolarer
Kopplung, wodurch Ru¨ckschlu¨sse auf die Struktur eines eingebrachten Moleku¨ls gezogen
werden ko¨nnen.
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Der erste Teil dieser Arbeit bescha¨ftigt sich mit Metabonomics-Studien an den beiden
Modellorganismen Reis und Tabakflu¨ssigzellkulturen. NMR-basierte Studien ermo¨glichten
es hierbei eine große Bandbreite an Substanzen in Rohextrakten in einem einzigen Expe-
riment zu erfassen und charakteristische Moleku¨le zu identifizieren bzw. zu quantifizieren.
Wa¨hrend bei den Reispflanzen die Auswirkungen von Salz- und Trockenstress erforscht
wurden, wurde bei der Tabakzellkultur (Nicotiana tabacum L. cv ’Virginia Bright Ita-
lia’ (VBI)) der Einfluss von Licht in Bezug auf den Metabolismus einer lichtempfindlichen
und einer lichtunempfindlichen Zellkultur untersucht. In diesen Arbeiten lagen die Schwer-
punkte auf der Erstellung von Standardarbeitsanweisungen (SOPs) und der Kontrolle der
Reproduzierbarkeit der Daten. Des Weiteren wurden die fu¨r die Unterscheidung relevanten
Metabolite identifiziert und quantifiziert, sowie die gewonnenen Daten in das bereits be-
stehende Wissen u¨ber die Modellorganismen eingefu¨gt. Durch die gleichzeitige Erfassung
verschiedener Metabolite mithilfe eines einzigen Spektrums konnte eine Vielzahl an Infor-
mationen bezu¨glich des metabolischen Fingerabdrucks der beiden Modellsysteme Reis und
VBI gewonnen werden.
Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Etablierung des Biopolymers Gellan
Gum als Orientierungsmedium zur Messung anisotroper Parameter in der hochauflo¨sen-
den NMR-Spektroskopie. Die Optimierung der Geleigenschaften hinsichtlich Elastizita¨t,
Stabilita¨t und Gelkonzentration fu¨r die Messung der eingebrachten Moleku¨le stand hierbei
im Vordergrund. Dabei sollte erstens die Diskriminierung von chiralen Moleku¨len gewa¨hr-
leistet werden, welche fu¨r pharmazeutische Anwendungen bzw. Medikamente von entschei-
dender Bedeutung sind; zweitens sollte die Einbringung großer Makromoleku¨le mo¨glich
sein, um diese partiell zu orientieren und anisotrope Parameter als Strukturinformationen
zu gewinnen.
Durch die unterschiedliche, ra¨umliche Struktur und Gro¨ße der untersuchten Moleku¨le wur-
den verschiedene Zusammensetzungen von niedrig- und hochacetyliertem Gellan Gum ge-
testet, um die jeweiligen Anforderungen einer Orientierung des entsprechenden Moleku¨ls
zu erfu¨llen. Weiterhin wurde Wasser und Dimethylsulfoxid als Lo¨sungsmittel fu¨r Gellan
Gum Biopolymergele eingesetzt, um die Bandbreite an zu untersuchenden Substanzen zu
erweitern. In diesem Zusammenhang wurde auch die partielle Orientierung mithilfe einer
Streckapparatur, mit welcher eine stufenlose Ausrichtung des Gels mo¨glich ist, u¨berpru¨ft.
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Die Analyse metabolischer Prozesse ist seit Jahrzehnten ein fester Bestandteil der Biowis-
senschaften. Dabei war und ist die Untersuchung biochemischer Moleku¨le im Zusammen-
hang mit dem Stoffwechselgeschehen eines der wichtigsten Forschungsanliegen.
Zu Beginn stand die Forschung an wenigen Metaboliten bestimmter Biosynthesewege im
Vordergrund, wobei vor allem die Extraktionsmethode der Komponenten entscheidend
war. Zumeist wurden die Inhaltsstoffe durch Flu¨ssigextraktionen aus den jeweiligen tie-
rischen oder pflanzlichen Proben gewonnen und mithilfe analytischer Verfahren wie der
NMR-Spektroskopie oder der Massenspektrometrie untersucht.1–4 Dadurch konnten meta-
bolische Fragestellungen erforscht werden. Als Beispiel hierfu¨r sei die Aufkla¨rung hormo-
neller Funktionen in Pflanzen bzw. des Krebszyklus genannt.5,6
Um die Komplexita¨t der Organismen und deren Interaktionen mit der Umwelt besser zu
verstehen, war es notwendig, die Metabolitenanalyse zu spezifizieren und Synergien ver-
schiedener Forschungsrichtungen wie der Biologie, der Chemie und der Bioinformatik zu
nutzen.7,8 Das Ziel dieser Bemu¨hungen war die systematische Erforschung des Metaboloms.
Je nach verwendeter Analysemethode, dem Kontext oder dem untersuchten Modellorga-
nismus wurden vor allem zwei Begriffe gepra¨gt:
1. Metabonomics wurde 1999 von Jeremy Nicholson als die quantitative Messung der
dynamischen und von vielen Parametern abha¨ngige, metabolische Antwort lebender
Systeme auf pathophysiologische Stimuli oder genetische Modifikation definiert.9
2. Im Jahr 2001 definierte Oliver Fiehn den Begriff Metabolomics als den Forschungsbe-
reich, welcher sich mit der umfassenden und quantitativen Analyse aller Metabolite
bescha¨ftigt.10,11
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Der Metabonomics-Ansatz sollte die unterschiedlichen Forschungsdisziplinen verbinden
und sich zu Genomics, Transkriptomics und Proteomics als a¨hnlich bedeutenden, eigen-
sta¨ndigen Forschungsbereich etablieren. Die Unterscheidung der beiden Begriffe findet auf-
grund der Betrachtungsweise des zu untersuchenden Systems statt. Metabonomics beab-
sichtigt die Messung globaler, dynamischer Reaktionen von lebenden Systemen aufgrund
von endogenen oder exogenen Faktoren. Der Fokus liegt auf dem Versta¨ndnis des Sys-
tems, dessen zeitliche Vera¨nderungen sowie der differenzierten Betrachtung multizellula¨rer
Systeme. Durch gezielte Fragestellungen zu Krankheiten oder genetischen Manipulationen
wird die Funktionsweise des Metabolismus erforscht.
Metabolomics hingegen sucht nach der analytischen Beschreibung komplex biologischer
Proben mit dem Ziel, kleine bis mittelgroße Moleku¨le (<1 kDa) in einer einzigen Probe
zu charakterisieren. Eine qualitative und quantitative Kartierung aller Metabolite soll da-
bei erreicht werden und diese mit definierten Umsta¨nden wie genetischer Manipulation in
Verbindung gebracht werden.
In der Praxis jedoch werden die Begriffe nicht immer definitionsgema¨ß verwendet, da sie
sich in ihrem Forschungsziel u¨berschneiden ko¨nnen bzw. dieselben Analyse- und Daten-
auswertungstechniken verwenden.1 Gemeinsam ist beiden Definitionen das Ziel, die Kom-
plexita¨t und das Zusammenspiel eines Organismus und dessen Interaktionen mit seiner
Umgebung besser zu verstehen, wobei dies durch eine systematische Analyse des Metabo-
loms erreicht werden soll.7,10
2.1 Historie
Wa¨hrend sich die Genomsequenzierung, die Transkript- und Protein-Analyse (Transkrip-
tomics, Proteomics) rapide in den 1990er Jahren entwickelten, gab es in Bezug auf die sys-
tematische Erforschung von Metaboliten nur wenig Ansa¨tze. Erst durch die Entwicklung
und Weiterentwicklung der metabolischen Kontrollanalyse, der chemischen Analysetech-
niken, sowie des Datenanalyseverfahrens konnte sich der Metabonomics-Ansatz neben den
bisherigen “omics”-Forschungsbereichen etablieren.2
Die metabolische Kontrollanalyse (metabolic control analysis) ist eine mathematische Me-
thode, welche in den 1960ern als Modell fu¨r den Metabolismus in Zellen entwickelt wurde.
Im Vordergrund stand die Quantifizierung der Metabolitkonzentrationen mithilfe der gas-
(GC) oder flu¨ssigchromatographischen (LC) Massenspektrometrie (MS). Ziel dieser Me-
tabolitenanalyse war die Verfolgung einzelner, bekannter Moleku¨le durch die jeweiligen
Biosynthesewege (Pathways) hindurch, um die kinetischen Eigenschaften eines solchen
Systems bestimmen zu ko¨nnen. Diese Methode konnte jedoch nur auf einfache Zellsysteme
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angewendet werden, da bei einem multizellula¨ren System die metabolische Kontrolle und
Regulierung meist auf viele Zelltypen verteilt stattfindet.10,12
Die zweite Forschungsrichtung bescha¨ftigt sich mit der technischen Weiterentwicklung von
analytischen Methoden wie der Massenspektrometrie und der NMR-Spektroskopie. In der
Mitte der 1980er Jahren war die NMR-Spektroskopie im Hinblick auf die Empfindlichkeit
bereits soweit fortgeschritten, dass die Identifzierung einzelner Metabolite in Biofluiden
und Organellen gelang. Mithilfe dieses Fortschritts konnte gezeigt werden, dass vera¨nderte
Metabolitprofile bei Krankheiten existieren. Zeitgleich wurden auch metabolische Analysen
mithilfe der Massenspektrometrie durchgefu¨hrt. U¨ber die Interpretation bzw. den Vergleich
der jeweiligen Datensa¨tze konnte eine systematische Metabolitenanalyse realisiert werden.
Dazu wurden Mustererkennungsmethoden wie Chemometrics oder multivariate Statistik
bzw. die computergestu¨tzte Diagnostik eingesetzt.13
2.2 Die Analyse von Metaboliten
Wa¨hrend die Forschungsfelder Genomics, Transkriptomics oder Proteomics in den letzten
Jahrzehnten finanziell enorm gefo¨rdert wurden und zu bahnbrechenden Erkenntnissen z. B.
durch die Entschlu¨sselung des humanen Genoms (human genom project) fu¨hrten, wurde
erst in den letzten zehn Jahren die Erforschung von Metaboliten forciert. Der Fokus wurde
zuna¨chst auf die Beantwortung genetischer Fragestellungen gelegt. Anschließend wurden
weitere Stoffklassen bzw. deren Moleku¨le identifiziert und quantifiziert, verbunden mit im-
mer kostengu¨nstigeren und schnelleren Analysemethoden.
Verglichen mit den Analysen fu¨r Transkriptomics und Proteomics ist die Detektion und
Quantifizierung der Metabolite via NMR spektroskopischer Messungen robuster und er-
mo¨glicht einen gro¨ßeren Probendurchsatz. Die Genauigkeit liegt bei etwa 1% bzgl. der
relativen Standardabweichung der Signalintensita¨t bzw. der dynamische Bereich liegt der-
zeit je nach Probenkopf bei etwa 1:200.000.14 Allerdings kann sich die Strukturaufkla¨rung
von Metaboliten wesentlich komplexer gestalten als die Identifizierung der Basenabfolge
eines mRNA Stranges bzw. der Aminosa¨uresequenz eines Proteins.
Im folgenden werden Methoden und Techniken der Hochdruckflu¨ssigkeitschromatographie
(high pressure liquid chromatography, HPLC), der Massenspektrometrie und der NMR-
Spektroskopie vorgestellt, welche fu¨r die Detektion von Metaboliten mit einem kleinen
und mittelgroßen Molekulargewicht (<1 kDa) eingesetzt werden.15 Die jeweiligen Daten
der metabolischen Profile werden mittels Mustererkennung ausgewertet, wodurch eine ef-
fektive Interpretation der metabolischen Momentaufnahme des untersuchten, molekularen
Pha¨notyps ermo¨glicht wird.16
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2.2.1 Methoden
2.2.1.1 Hochdruckflu¨ssigkeitschromatographie
Die Hochdruckflu¨ssigkeitschromatographie (high pressure liquid chromatography, HPLC)
ist ein Standardverfahren fu¨r die Trennung und Aufreinigung verschiedener Moleku¨le, wel-
che nebeneinander in einer Mischung vorliegen. Die Anlage besteht aus einer Injektions-
spule, einem Pumpsystem, einer Mischkammer, einer Trennsa¨ule, gefu¨llt mit einem meist
modifizierten Silicagel, und einer Detektionseinheit. Die Trennung wird entweder isokra-
tisch oder mithilfe eines Lo¨sungsmittelgradienten umgesetzt, wobei definierte Lo¨sungsmit-
telgemische verwendet werden. Anhand von Tabellen oder Datenbanken, in welchen fu¨r die
ga¨ngigen Substanzklassen entsprechende Vorschla¨ge fu¨r die zu verwendende Sa¨ule bzw. fu¨r
die Zusammensetzung der Lo¨sungsmittel und deren Flussraten eingetragen sind, ko¨nnen
in kurzer Zeit entsprechende Ablaufprotokolle erstellt werden. Die HPLC stellt daher eine
effektive und gleichzeitig simple Methode fu¨r die Trennung von Stoffgemischen dar.
Neben konventionellen UV/VIS Detektoren erweist sich die Kopplung von HPLC-Anlagen
an MS oder NMR-Systeme bei einer Quantifizierung unbekannter Substanzen als Vorteil
(s. Abbildung 2.1).17
Abbildung 2.1: Gekoppelte LC-NMR-MS Systeme zur Untersuchung von Gemischen aus
verschiedenen Substanzen.4,17
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2.2.1.2 Massenspektrometrie
Die Massenspektrometrie ist aufgrund ihrer hohen Empfindlichkeit die bis heute am ha¨u-
figsten verwendete Analytikmethode zur Untersuchung von Pflanzenmetaboliten. Hierfu¨r
mu¨ssen die zu untersuchenden Moleku¨le extrahiert und ha¨ufig auch derivatisiert werden.
Je nach Art der Extrakte, wird die Gaschromatographie oder Flu¨ssigkeitschromatographie
zur Trennung der Moleku¨le vor dem Durchlauf im Massenspektrometer verwendet.2 Mas-
senspektrometrische Techniken analysieren die Masse ionisierter Probenmoleku¨le, wobei
die Ionen nach ihrem Masse zu Ladungsverha¨ltnis getrennt werden.18 Die Ionisation der
Substanzen kann thermisch, durch elektrische Felder oder durch Beschuss der Probe mit
Elektronen, Ionen oder Photonen erfolgen. Die Ionentrennung wird durch elektrische oder
magnetische Felder bzw. durch die Flugzeit gewa¨hrleistet.
Nachteil der Massenspektrometrie ist, dass sie destruktiv und durch die Probenpra¨pa-
ration zeit- und kostenintensiv ist. Die Detektierbarkeit kann durch die unterschiedliche
Ionisierbarkeit von Moleku¨len schwierig oder gar unmo¨glich sein. Weiterhin muss fu¨r eine
Quantifizierung die Zugabe einer Qualita¨tskontrollmischung mit Metaboliten bekannter
Konzentration und mit Komponenten aller vorkommenden Moleku¨lklassen erfolgen. Ergo
ist fu¨r eine Quantifizierung ein Vorwissen in Bezug auf die Substanzen, welche untersucht
werden, notwendig. Schwierig gestaltet sich auch eine einheitliche Probenpra¨paration im
Hinblick auf die Reproduzierbarkeit von Studien, da jeder zusa¨tzliche Bearbeitungsschritt
die Mo¨glichkeit von Fehlern erho¨ht.4,9, 17
2.2.1.3 Kernspinresonanzspektroskopie
Die NMR-Spektroskopie ist seit Jahrzehnten das Standardwerkzeug der chemischen Struk-
turaufkla¨rung, da die strukturellen Informationen direkt in den Spektren durch die je-
weiligen NMR Parameter enthalten sind. Diese Parameter sind in der hochauflo¨senden
NMR-Spektroskopie u. a. die chemische Verschiebung, skalare Kopplung (J ), der nuklea-
re Overhauser Effekt (NOE) und die Signalintensita¨t. Mit diesen Informationen kann die
Struktur, molekulare Dynamik sowie Interaktionen einer Substanz erfasst werden. Im Ge-
gensatz zur Massenspektrometrie ist sie weder invasiv, noch destruktiv und ermo¨glicht
daher die weitere Analyse der Probe. Zusa¨tzlich ist die NMR Spektroskopie weder an
flu¨chtige Stoffe, noch an die Anwesenheit von Chromophoren oder an polarisierbare Mo-
leku¨lstrukturen gebunden.19
Die minimale Probenpra¨paration bzw. die Genauigkeit und Vielseitigkeit der NMR-Spek-
troskopie ermo¨glicht eine zeitnahe und umfassende Analyse von komplexen Rohextrak-
ten, Gewebeproben oder auch Ko¨rperflu¨ssigkeiten, ohne dass detaillierte Kenntnisse u¨ber
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die Zusammensetzung einer Probe erforderlich sind. Dieser Vorteil ist allein der NMR-
Spektroskopie zuzuordnen.7 Ein 1D 1H-NMR-Spektrum kann z. B. die gesamte Kompo-
sition einer Probe erfassen und deckt einen breiten Bereich an aliphatischen oder aro-
matischen Metaboliten ab. NMR-spektroskopische Studien an Biofluiden oder Extrakten
ko¨nnen so zeitnah und kostengu¨nstig (in Bezug auf die Kosten pro gemessener Probe) den
funktionellen, metabolischen Status eines Organismus abfragen und gleichzeitig eine u¨ber-
ragende Menge an Informationen von endogenen und exogenen Faktoren sammeln.9,16
Außerdem ko¨nnen mithilfe der flow-NMR Methode zusa¨tzliche Informationen u¨ber die
multiorganen Funktionsweisen in vivo erfasst bzw. diese in Echtzeit detektiert und inter-
pretiert werden.20 NMR-basierte Metabonomics-Studien erfu¨llen damit eine Vielzahl an
Kriterien, um komplexe Systeme zu erforschen.
Die wesentlichen Nachteile der NMR-Spektroskopie sind, dass die Empfindlichkeit im Ver-
gleich zur Massenspektrometrie gering ist und, um die Reproduzierbarkeit der metaboli-
schen Studien an verschiedenen Standorten zu gewa¨hrleisten, die Spektrometer aufwendig
eingestellt bzw. das Personal entsprechend geschult werden muss.15 Ein Vergleich der be-
reits beschriebenen Methoden bzw. deren Vorzu¨ge und Schwa¨chen hinsichtlich Empfind-
lichkeit, Probendurchsatz und -pra¨paration sind in Tabelle 2.1 aufgefu¨hrt.
Tabelle 2.1: U¨bersichtstabelle u¨ber Vor- und Nachteile verschiedener Technologien, welche
fu¨r die Metabolomics/Metabonomics-Ansa¨tze Verwendung finden.21–26
Technologie Eigenschaften Vor- und Nachteile [Ref]
GC-MS Genauigkeit: <50 ppm + Benutzungsprotokolle 21
Masse: <350 kDa – langsam, Derivatisierung
SPME GC-MS Genauigkeit: <50 ppm + Analyse flu¨chtiger Stoffe 22
Masse: <350 kDa – langsam
LC-MS Genauigkeit: <100 ppm + großer Messbereich 23
Masse: <1500 kDa – lange Analysezeit 24
NMR Masse: >10 nM + nicht destruktiv, quantitativ 25,27
– Empfindlichkeit 26
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2.3 Metabonomics - eine Begriffskla¨rung
Da der Metabolismus durch seine molekulare Diversita¨t, seine Dynamik und den Flux
ein sehr komplexes System darstellt, existieren fu¨r die Erforschung viele unterschiedliche
Herangehensweisen und Fragestellungen. Je weiter sich ein Forschungsgebiet erstreckt,
desto komplexer und vielfa¨ltiger sind die aufkommenden Fragen, welche oft das Zusam-
menspiel unterschiedlicher Forschungsbereiche notwendig macht. Dies spiegelt sich auch in
der Erforschung des Metaboloms wider, so dass die Schwierigkeit darin besteht, bei der
Vielzahl an Teilbereichen nicht den U¨berblick zu verlieren. Nicht nur biochemische oder
molekularbiologische Methoden, sondern auch statistische und theoretische Modelle wer-
den eingesetzt, um Vera¨nderungen zu lokalisieren, zu kategorisieren bzw. Zusammenha¨nge
zu ermitteln.10
Aus dem Bedarf einer systematischen Erforschung der Metabolite entwickelten sich die
beiden Begriffe Metabonomics und Metabolomics, weshalb an dieser Stelle nochmals de-
tailliert auf die Definitionen der beiden Begriﬄichkeiten eingegangen wird.
Metabolomics ist definitionsgema¨ß die Erforschung der Gesamtheit der Metabolite. Der
Schwerpunkt liegt auf der quantitativen und qualitativen Erfassung aller metabolischen
Substanzen des jeweiligen, biologischen Systems. Im Vergleich zu Metabonomics wird die-
ser Begriff ha¨ufig in der Erforschung des Pflanzenmetabolismus verwendet, wobei die vor-
wiegend verwendete Analysemethode die Massenspektrometrie ist. Die Grundidee ist, dass
durch die Erfassung aller Metabolite, einschließlich der jeweils vorkommenden Mengen und
Abweichungen, Ru¨ckschlu¨sse auf Krankheiten oder vera¨nderte Umweltbedingungen gezo-
gen werden ko¨nnen. Aus diesen Daten sollen anschließend die Struktur und Funktion des
Metabolismus in Form von Hypothesen abgeleitet werden. Dieser Bottom-Up-Ansatz setzt
voraus, dass durch die systematische und quantitative Erforschung der Organisations-
struktur wichtige Ru¨ckschlu¨sse auf die Funktionsweise des Systems gezogen werden ko¨n-
nen. Durch die Erforschung aller im Organismus vorkommenden Metabolite ko¨nnen Theo-
rien und Modelle aufgestellt werden, welche die Reaktionen in einem solchen System vor-
hersagen.1,9, 11
Metabonomics hingegen wird eher der Erforschung tierischer Organismen, deren Ko¨rper-
flu¨ssigkeiten (Blut, Urin), Gewebe oder Zellen zugeordnet, wobei die Analyse ha¨ufig durch
die NMR-Spektroskopie durchgefu¨hrt wird. Hierbei steht vor allem die Dynamik und Kom-
plexita¨t des Metabolismus in Bezug auf Krankheiten oder genetischer Modifikation im
Vordergrund. Der Ansatz orientiert sich eher an einer Top-Down-Sicht, da das System
im Hinblick auf dessen Komplexita¨t durch bestimmte Fragestellungen erfasst wird. In der
Fragestellung selbst sind von vorne herein Hypothesen und bereits erworbenes Wissen ent-
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halten, weshalb hierbei nicht vornehmlich eine quantitative oder qualitative Bestimmung
des Metaboloms erfolgt, sondern die Fragestellung in einem definierten Kontext beant-
wortet und damit einhergehend die aufgestellten Hypothesen u¨berpru¨ft werden sollen (s.
Abbildung 2.2).9,11
Abbildung 2.2: Mithilfe der Top-Down- bzw. der Bottom-Up-Strategie kann u¨ber unter-
schiedliche Herangehensweisen das Metabolom konfirmatorisch bzw. explo-
rativ analysiert werden.
Beide Forschungsgebiete Metabonomics bzw. Metabolomics befassen sich somit mit der
Untersuchung der Metabolite in biologischen Systemen. Klassisch gesehen, handelt es sich
beim Metabolom um den Pha¨notyp des Organismus auf molekularer Ebene. Es ist ein
umfassender Begriff, der alle Moleku¨le in einem Organismus beinhaltet, die nicht dem Ge-
nom, dem Transkriptom oder dem Proteom zugeho¨rig sind. Dies verdeutlicht zum einen
den Reichtum und die Vielfa¨ltigkeit des Metaboloms, macht aber auch die Schwierigkeit
von Definitionen, Herangehensweisen und Forschungsabsichten deutlich. Die untersuchten
Moleku¨le stammen aus verschiedenen Stoffklassen und liegen in unterschiedlichen Konzen-
trationen nebeneinander vor. Dies bedeutet, dass die Untersuchungen der verschiedenen
Metabolite unterschiedliche, analytische Herangehensweisen beno¨tigen, je nachdem, wel-
che Substanzklasse in welcher Menge mit ihren jeweiligen, chemischen und physikalischen
Eigenschaften untersucht werden soll.
Zudem ist das Vorkommen und die Konzentration von Metaboliten im Organismus o¨rtlich
begrenzt, sei es in bestimmten Zelltypen oder auch in Ko¨rperflu¨ssigkeiten. Ha¨ufig wer-
den deshalb nur Teilaspekte eines Organismus betrachtet, auf welchen dann die jeweiligen
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Strategien angepasst werden und spezifische Fragestellungen entwickelt werden mu¨ssen.
A¨hnlich zum Genom, Transkriptom oder Proteom erforschen die Begriffe Metabonomics
und Metabolomics das Metabolom in einem betimmten Kontext, um das System als solches
verstehen zu ko¨nnen.12,15 Durch den Ansatz, den Pha¨notyp mittels einer systematischen
Erforschung des Metaboloms zu definieren, ko¨nnen auch genetische Modifikationen und
deren Auswirkung bzw. die durch die Modifikation eventuell verursachten, biochemischen
Vera¨nderungen untersucht und in Beziehung gesetzt werden. So ist auch die Identifizierung
von Mutationen ohne morphologischem Pha¨notyp (stille Mutationen) mo¨glich.15
Aufgrund der Uneindeutigkeit und Vielschichtigkeit der Definitionen, wird in dieser Arbeit
ausschließlich der Begriff Metabonomics verwendet. Er wird als Forschungsrichtung des
Detektierens, Identifizierens und Quantifizierens von Metaboliten definiert, wobei dies mit
verschiedenen, analytischen Methoden sowohl als Momentaufnahme, als auch u¨ber la¨ngere
Zeitra¨ume erfolgen kann. Dabei werden die gewonnenen Daten in den Kontext von Vera¨n-
derungen in oder an einem biologischen System gestellt bzw. in den Gesamtzusammenhang
des Metabolismus integriert. Wichtig ist, bei aller Notwendigkeit zur speziellen Fragestel-
lung und Herangehensweise, die Erforschung des Metabolismus als Ganzes nicht aus den
Augen zu verlieren. Dies bedeutet u. a., dass die jeweiligen, speziellen Methoden wie die
Erstellung eines metabolischen Profils oder auch eines metabolischen Fingerabdrucks zwar
wichtige Arbeitsweisen repra¨sentieren, jedoch keine fu¨r sich den Metabolismus vollsta¨ndig
erfassen kann (s. Kapitel 2.4.1 und 2.4.2). Außerdem sollten die metabolischen Prozesse
immer als Teil eines Organismus betrachtet werden. Fu¨r die Deutung der Daten sollte da-
her nicht nur der Metabolismus an sich, sondern auch alle Erkenntnisse u¨ber den Organis-
mus selbst herangezogen werden. Durch die Kombination der Forschungszweige Genomics,
Transkriptomics, Proteomics und Metabonomics ko¨nnen so Organismen in ihrer Struktur
und Organisation erforscht, beschrieben und eingehender verstanden werden.11
2.4 Das Forschungsumfeld von Metabonomics
Durch die Entwicklung und Implementierung von Automatisierungsprozessen konnte die
Quantifizierung, sowie Identifizierung von Moleku¨len optimiert werden. Die Hu¨rde, repro-
duzierbare Datensa¨tze zu generieren, um systematische Analysen metabolischer Prozesse
durchzufu¨hren, wurde dadurch genommen. Ein Beleg hierfu¨r, ist die wachsende Anzahl
an Vero¨ffentlichungen bzw. an neuen Anwendungsbereichen metabolischer Studien, welche
zeitgleich mit dem Fortschritt von Instrumenten und Techniken einherging.9
Wie bereits erwa¨hnt, gibt der Begriff Metabonomics die Vielseitigkeit der Metabolismus-
forschung nicht wieder. Das Forschungsfeld wird meist durch die metabolische Profilerstel-
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lung (metabolic profiling), den metabolischen Fingerabdruck (metabolic fingerprinting)
oder durch die Zielanalyse (target analysis) erga¨nzt. Diese Methoden befassen sich entwe-
der mit Teilaspekten des Metabolismus oder betrachten das Metabolom unter bestimmten
Fragestellungen.20
2.4.1 Metabolische Profilerstellung
Die metabolische Profilerstellung (metabolic profiling) steht fu¨r die Erforschung von selek-
tiven, biochemischen Biosynthesewegen und stellt laut Fiehn die klassische Metabolomics
Analyse dar.11 Dabei wird ha¨ufig die analytische Prozedur auf eine kleinere Menge zuvor
festgelegter Metabolite fokussiert, wobei bei der Probenvorbereitung spezifischer auf che-
mische Eigenschaften der selektierten Komponentengruppe eingegangen werden kann.
Bei pleiotropen Effekten sto¨ßt die metabolische Profilerstellung jedoch an ihre Grenzen.
Dieser Effekt, bei welchem eine einzelne Mutation zu Vera¨nderungen in den Metabolitkon-
zentrationen fu¨hren kann, welche dem Anschein nach einem unbeteiligten Biosyntheseweg
angeho¨ren, erschwert die Analyse. In diesem Fall mu¨ssen auch diese Biosynthesewege un-
tersucht bzw. eine quantitative Analyse aller Metabolite durchgefu¨hrt werden. Dies ist
insbesondere dann gegeben, wenn Gene konstitutiv u¨berexprimiert oder anti-sense inhi-
biert wurden.2
2.4.2 Metabolischer Fingerabdruck
Im Gegensatz zur metabolischen Profilerstellung ermo¨glicht die Methode des metaboli-
schen Fingerabdrucks (metabolic fingerprinting) mithilfe der NMR Spektroskopie eine um-
fassende Analyse, bei welcher Vera¨nderungen charakteristischer Signalmuster untersucht
werden ko¨nnen. Sie beinhaltet die Messung von Rohextrakten, welche unter standardisier-
ten Bedingungen hergestellt wurden, ohne die prima¨re Absicht bestimmte Metabolite zu
identifizieren. Nicht einzelne Metabolite oder Moleku¨lgruppen wie bei der metabolischen
Zielanalyse oder Profilerstellung, sondern alle Metabolite einer entsprechenden Probe wer-
den detektiert. Hierbei ko¨nnen Vera¨nderungen im Gesamtmuster der Metabolite ihren
jeweiligen Ursachen wie genetischer Modifikation, Alter oder auch Entwicklungsstand zu-
geordnet werden. Diese Art der Untersuchung kann auch vor einer metabolischen Profiler-
stellung durchgefu¨hrt werden, um die fu¨r die Fragestellung wichtigen Biosynthesewege zu
ermitteln.2
Die Identifizierung relevanter Metabolite findet erst durch die bioinformatische oder sta-
tistische Analyse statt. Dies kann z. B. durch eine Hauptkomponentenanalyse erfolgen.26
Mithilfe solcher, multivariater Analysen ko¨nnen die Datensa¨tze der Spektren verglichen
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bzw. die metabolische Zusammensetzung des Organismus oder auch Gewebes als Signal-
muster fu¨r deren Gruppierung verwendet werden. Die Gruppierungen anhand relevanter
NMR Signale werden auch fu¨r die Untersuchung unterschiedlicher Modellorganismen wie
z. B. Reis oder Tabakzellkulturen in dieser Arbeit eingesetzt (s. Kapitel 4.1 und 4.2).
Die Methode des metabolischen Fingerabdrucks bzw. die Auswertung der Daten kann
jedoch zu einer U¨berinterpretation im Bezug auf deren Bedeutung fu¨hren. Beispielsweise
ko¨nnen zwar Signale zur Probenunterscheidung gefunden worden sein, diese mu¨ssen jedoch
nicht notwendigerweise biologisch relevant sein bzw. ko¨nnen auf Einzelaspekte, spezielle
Situationen oder Spezies hinweisen. Ein Beispiel hierfu¨r ist die Untersuchung, ob Konzen-
trationserho¨hungen von Glukose, Citrat und Succinat Biomarker fu¨r eine Toxizita¨t sein
ko¨nnten.28 Diese Moleku¨le aus dem Krebszyklus sind bei unterschiedlichen Bedingungen
erho¨ht, so dass generalisierte Aussagen u¨ber die Fa¨higkeit toxische oder krankheitsbedingte
Effekte u¨ber diese Metabolite identifizieren zu ko¨nnen, vermieden werden sollten.11
2.4.3 Zielanalyse
Die Identifizierung und Quantifizierung der Metabolite in einem Organismus werden oft
aus praktischen Gru¨nden auf wenige Komponenten begrenzt.2 Bei einer solchen Zielanalyse
(target analysis) wird daher das Metabolom gezielt nach bestimmten Stoffen untersucht.20
Des Weiteren befasst sie sich mit Prima¨reffekten, welche durch Mutationen hervorgerufen
werden ko¨nnen und untersucht diese direkt in dem Bereich, in welchem die Mutation ihre
Auswirkungen am wahrscheinlichsten zeigt. Beispielweise wird eine Analyse zum betreffen-
den Substrat und/oder dem direkten Produkt des entsprechenden Enzyms durchgefu¨hrt.
Fu¨r eine solche Analyse wird je nach Organismenreich und Fragestellung eine hohe Emp-
findlichkeit beno¨tigt, um Stoffe auch in geringsten Konzentrationen detektieren zu ko¨nnen.
Mithilfe dieser Methode konnten viele Stoffwechselwege wie der bereits benannte Krebs-
zyklus aufgekla¨rt werden.2,11
2.4.3.1 Metabolic Engineering
Metabolic Engineering strebt die Verbesserung zellula¨rer Eigenschaften entweder durch
die Vera¨nderung bestehender oder die Einbringung zusa¨tzlicher Biosynthesewege unter
Benutzung z. B. von rekombinanten DNA-Technologien an. Die Methode wird vor allem
zur Optimierung biotechnologischer Produktionsorganismen verwendet und zielt auf die
Manipulation enzymatischer oder regulatorischer Funktionen ab. Die komplexe Natur des
Metabolismus verursacht jedoch Schwierigkeiten, da fu¨r den Eingriff Kenntnisse u¨ber die
Stoffwechselphysiologie und die Genetik des Organismus Voraussetzung sind. Deshalb ist
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fu¨r diesen Ansatz die Analyse des metabolischen Gesamtsystems wu¨nschenswert. Damit
ist aber auch der Metabonomicseinsatz an dieser Stelle mit einer der lukrativsten, da der
Schwerpunkt der biotechnologischen Nutzung, insbesondere in der pharmazeutischen bzw.
lebensmitteltechnischen Industrie liegt.15,29
2.4.3.2 Funktionelle Genomik
Die funktionelle Genomik erforscht die Umsetzung und Regulation der genetischen In-
formation. Sie beno¨tigt dabei eine exakte Definition des Pha¨notyps, um unterscheiden
zu ko¨nnen, welche Vera¨nderungen durch Regulierungen oder exogene Faktoren ausgelo¨st
werden. Der Pha¨notyp kann aufgrund von morphologischen und physiologischen Kriterien
ebenso wie durch biochemische und chemische Analysen erfolgen.
In den letzten Jahren wurde der chemischen Charakterisierung des Pha¨notyps immer mehr
Beachtung geschenkt. Erfolgt diese z. B. in Bezug auf das Metabolom, so handelt es sich um
Moleku¨le des Prima¨r- oder Sekunda¨rmetabolismus.30 Die Daten aus einer solchen Studie
ko¨nnen nicht nur zu einem tieferen Versta¨ndnis der interaktiven Natur des metabolischen
Netzwerks verhelfen, sondern auch Zusammenha¨nge genetischer Vera¨nderung aufzeigen.
Weiterhin ko¨nnen fundamentale Einblicke in die Natur des Pha¨notyps gerade auch in Be-
ziehung zur Genetik, wie auch der Entwicklung, der Physiologie oder der Umwelt erhalten
werden.26
2.4.4 Fluxomics
Unter dem Begriff Fluxomics wird ein Forschungsbereich zusammengefasst, welcher sich
mit den Flusseigenschaften des Metaboloms befasst. Hierbei werden die Flu¨sse einzelner
oder mehrerer Metabolite untersucht, sowie deren Dynamik erforscht. Der Fluss durch
einen Biosyntheseweg (Pathway) ist u. a. u¨ber kinetische Konstanten aller Enzyme festge-
legt und meist nicht allein von einem einzigen Syntheseschritt abha¨ngig. Die Erforschung
von Eckpunkten, Verbindungen oder auch Kontrollen eines metabolischen Systems ist hier
von besonderem Interesse. Um die erwu¨nschten Daten zu erhalten, werden einzelne Meta-
bolite isotopenmarkiert u¨ber die Zeit mittels NMR-Spektroskopie oder Massenspektrome-
trie untersucht.
Vor der Begriffsfindung Fluxomics wurden Arbeiten mit diesem Forschungsziel auch unter
“metabolischer Kontrollanalyse” vero¨ffentlicht.12,31,32
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2.5 “omics” - Forschung im systembiologischen Kontext
Die Systembiologie ist ein aktueller Forschungsbereich, welcher sich durch eine interdiszipli-
na¨re Zusammenarbeit auszeichnet. Fachbereiche, welche an systembiologischen Fragestel-
lungen beteilgt sein ko¨nnen sind u. a. die Biologie, Biotechnologie, Biochemie, Biophysik,
Bioinformatik, Systemtheorie oder auch die theoretische Biologie. Ein wesentliches Interes-
se liegt darin, einzeln erforschte Komponenten in Beziehung zueinander setzten zu ko¨nnen
und so dem Versta¨ndnis der Funktionsweise des ganzen Systems na¨her zu kommen. Hierfu¨r
existieren viele Herangehensweisen, je nachdem, welche Forschungsbereiche involviert sind.
Jedes Fachgebiet erzeugt dabei Unmengen an Daten, welche unter bestimmten Gesichts-
punkten zu einem Modell zusammengefu¨gt werden. So ko¨nnen z. B. die experimentellen
“omics” - Daten qualitativer oder quantitativer Art in einem mathematischen Modell in
Bezug auf die jeweilige Fragestellung bzw. nach dem experimentellen Aufbau verarbeitet
werden. Dieses Modell kann letztendlich hinsichtlich seiner Robustheit mithilfe weiterer,
experimenteller Daten u¨berpru¨ft werden. Bei der Modellerstellung u¨ben die Theorien der
verwendeten Bereiche Einfluss auf das Modell aus. Das Modell selbst wird mithilfe z. B. der
Systemtheorie u¨berpru¨ft und durch weitere experimentelle Daten untermauert. So ko¨nnen
durch die mathematische Integration der Daten von Genomics, Transkriptomics, Proteo-
mics und Metabonomics die Funktionen auf unterschiedlichen Stufen der biomolekularen
Organisation erforscht werden. Dies bietet die Mo¨glichkeit, zuku¨nftig auch Modelle fu¨r
die Funktionsweise von Krankheitsursachen oder Heilungsprozessen zu erstellen (s. Abbil-
dung 2.3).10
Abbildung 2.3: Systembiologie: Die Systemtheorie, Biologie und Biochemie bzw. -physik
erga¨nzen sich gegenseitig, um das System Organismus detailliert zu erfor-
schen.
Ein Problem der Systembiologie ist jedoch, dass jede Ebene der biologischen Organisation
und Kontrolle wie der Genexpression, der Proteinexpression oder des Metabolismus in sehr
unterschiedlichen Zeitspannen agieren, so dass kausale Zusammenha¨nge schwierig zu iden-
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tifizieren sein ko¨nnen. Des Weiteren wirken Umwelteinflu¨sse auf die Organisationsebenen
ein und erschweren es, die einzelnen Effekte den jeweiligen, endogenen oder exogenen Fak-
toren bzw. den strukturellen Ebenen zuzuordnen. So schra¨nken exogene Einflu¨sse, welche
auf die Genexpression wirken, die Interpretation genomischer Daten wie z. B. die Vorher-
sage der Wahrscheinlichkeit einer mo¨glichen Erkrankung ein.1
Wichtig fu¨r die Erstellung von Modellen bzw. fu¨r die Interpretation der Daten ist es, so-
wohl Informationen u¨ber die einzelnen Komponenten wie dem Metabolom, als auch das
Zusammenwirken der Einzelkomponenten mit einfließen zu lassen. Andernfalls sind For-
schungen an komplexen Systemen wie Organen oder einem Organismus nicht zielfu¨hrend.
Die Aufteilung der Forschungsgebiete in Teilbereiche ist wichtig, insbesondere wenn grund-
legende Aspekte verschiedener Organismenreiche aufgekla¨rt werden. Allerdings besteht die
Gefahr, dass bei komplexen Forschungszielen die Erkenntnisse einzelner Forschungsgebiete
nicht mehr im Blick auf die Funktionsfa¨higkeit im System hin u¨berpru¨ft werden und somit
Artefakte beschrieben bzw. Zusammenha¨nge dargestellt werden, die nicht existieren.10,33
Abbildung 2.4: U¨bersicht der vier “omics” - Forschungsbereiche Genomics, Transkripto-
mics, Proteomics und Metabolomiks. Je nachdem welche “omics” - Metho-
de verwendet wird, ist die Fragestellung, das zu untersuchende Moleku¨l
bzw. die gemessenen Daten anders und ko¨nnen entsprechend fu¨r die Cha-
rakterisierung von Genotyp oder Pha¨notyp verwendet werden.25,34–39
Der Fortschritt der biologischen Arbeitsmethoden in den letzten 20 Jahren hat das Ver-
sta¨ndnis u¨ber die Organisation des Genoms erweitert, so dass sich daraus ein unabha¨ngi-
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ger Wissenschaftszweig, die Genomforschung (Genomics), entwickelte. Bis dahin ungeahnte
Datenmengen konnten nun in Form von Genomsequenzierungen gewonnen werden. Nichts-
destotrotz sind viele Zusammenha¨nge zwischen der Genregulation, der Genexpression und
der Funktion bzw. Kontrolle zellula¨rer Systeme (funktionelle Genomics) nicht gekla¨rt. Die
Forschung ist nach vielen Jahren der Sequenzierung von Organismengenomen nach wie
vor mit grundlegenden Fragestellungen bescha¨ftigt.9 So wurden multiparallele, analyti-
sche Ansa¨tze wie die Transkript- und Proteinanalyse entwickelt, um die Auswirkungen der
Genexpression zu analysieren. Die zugrunde liegende Idee dabei ist, fu¨r eine bestimmte
Fragestellung relevante Organisationsstufen zu identifizieren und die Zusammenha¨nge und
Gesetzma¨ßigkeiten zu erforschen.40 Trotz Kombination sind Genomics, Transkriptomics
und Proteomics nur begrenzt fa¨hig Informationen zu liefern, welche fu¨r das Versta¨ndnis
zellula¨rer Funktionen in lebenden Systemen beno¨tigt werden, da sie die Dynamik des me-
tabolischen Status des Organismus außer Acht lassen. Metabonomics ko¨nnte die bereits
bestehenden Methoden dahingehend erga¨nzen, globale Ergebnisse aller Einflussfaktoren
im Metabolismus aufzuzeigen.1,9, 33,41
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2.6 Pflanzen-Metabonomics
Die Idee einer umfassenden Metabolomanalyse bei Pflanzen stieß bis vor wenigen Jahren
noch auf Skepsis. Der Grund fu¨r diese Vorbehalte gegenu¨ber einer systemweiten Erfor-
schung liegt in der Komplexita¨t des zu untersuchenden Systems. Im Gegensatz zum Ge-
nom, Transkriptom oder Proteom besteht das Metabolom aus einer Vielzahl chemischer
Substanzen mit unterschiedlichen Eigenschaften, Konzentrationen, o¨rtlichen Vorkommen
und Synthesezeitpunkten.42 Da bis heute jedoch viele Moleku¨le mit den zugeho¨rigen Syn-
thesewegen und Funktionen in Pflanzen unerforscht sind bzw. das Interesse an pflanzlichen
Moleku¨len z. B. fu¨r pharmazeutische Anwendungen stetig ansteigt, sinken diese Vorbehalte
und erste Metabonomics-Studien wurden durchgefu¨hrt.11,42,43 Die Kombination aus hoch-
entwickelten Analysemethoden, großem Probendurchsatz, sowie der Auswertung mithilfe
statistischer oder bioinformatischer Methoden ermo¨glicht es, die heutigen Kenntnisse in
Bezug auf die Struktur und Organisation von Pflanzen zu erweitern. Dadurch wird ein
tieferes Versta¨ndis fu¨r die kontroversen Eigenschaften des Metabolismus, na¨mlich einer-
seits der starken Regulierung, andererseits dem hohen Maß an Flexibilita¨t, gewonnen.2
Pflanzen sind komplexe Organismen, welche sich in vielen ihrer morphologischen Merk-
malen von Tieren abgrenzen. Im Gegensatz zu tierischen Organismen, bei welchen die
Oberfla¨che im Inneren stark vergro¨ßert vorliegt, sind Pflanzen photosynthetische Orga-
nismen, die sich durch eine externe Oberfla¨chenvergro¨ßerung u¨ber Wurzeln und Bla¨tter
auszeichnen. Eine Zunahme der externen Oberfla¨che wiederum erfordert eine spezielle Ar-
chitekturstabilisierung, welche die Evolution rigider Zellwa¨nde stimulierte. Der strukturelle
Aufbau und die sessile Lebensweise regulieren die meisten Aspekte der Pflanzenentwick-
lung. Im Gegensatz zu Tieren, bei welchen die u¨bergeordnete Struktur sehr fru¨h in der
Entwicklung definiert wird, wird die Pflanzengestalt typischerweise nicht in diesem Maße
genetisch festgelegt, sondern wird auch durch die Umwelt bestimmt (offene Morphogene-
se). Daher ist das Wachstum nicht auf die erste Entwicklungszeit begrenzt, sondern findet
tendenziell im gesamten Lebenszyklus statt. Hierbei besteht die Mo¨glichkeit die Wachs-
tumsphasen in Antwort auf Umweltreize anzupassen. Diese Plastizita¨t der Entwicklung
spiegelt sich auch auf der zellula¨ren Ebene wieder. So ko¨nnen Pflanzenzellen ihre Form,
in Antwort auf exogene und endogene Signale, a¨ndern.44 Ein exogenes Signal, auf welches
Pflanzen so schnell wie mo¨glich reagieren mu¨ssen, ist ihre Hauptenergiequelle das Licht.45
Die Flexibilita¨t zeigt sich gerade auch im Sekunda¨rmetabolismus von Pflanzen. Der Pflan-
zenmetabolismus ist im hohen Maße dynamisch und vielfa¨ltig an Stoffklassen und Mole-
ku¨lstrukturen. So ko¨nnen unterschiedliche Syntheserouten dasselbe metabolische Moleku¨l
erzeugen. Beispielsweise kann Sta¨rke aus Glucose-6-phosphat mittels Amylase und Hexo-
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kinase oder durch α-Glucan-Phosphorylase und Phosphoglucomutase konvertiert werden.
Dies bedeutet, dass eine genetische Manipulation durch eventuell andere Pathways kom-
pensiert werden kann.12
Weiterhin sind Pflanzen sessil, obligat photoautotroph und dazu gezwungen eine komplexe
Struktur mit divergierenden Funktionen zu entwickeln, um in einer sta¨ndig wechselnden
und gefa¨hrlichen Umwelt u¨berleben zu ko¨nnen. Daher besitzen Pflanzen einen Sekunda¨rme-
tabolismus, welcher scha¨tzungsweise 200.000 verschiedene Metabolite in unterschiedlichen
Konzentrationen umfasst. Sie ko¨nnen sowohl auf saisonale, als auch auf lokale Umwelt-
vera¨nderungen reagieren und ihren Metabolismus gegenu¨ber abiotischen und biotischen
Stressoren anpassen bzw. Abwehrmechanismen einsetzen (s. Abbildung 2.5).
Abbildung 2.5: Biotische und abiotische Faktoren ko¨nnen bei Pflanzen Stress hervorru-
fen. Gegen diese Faktoren kann sie sich durch Anpassungsstrategien oder
molekulare Abwehrstrategien wie a¨therischen O¨len schu¨tzen.
Die Unterscheidungsmerkmale von Pflanzen betreffen alle Organisationsebenen. Mit Orga-
nisationsebenen sind hierbei z. B. Funktionseinheiten wie das Organ oder Gewebe, sowie
Einteilungen in Genotyp oder Pha¨notyp gemeint. Diese ko¨nnen aufgrund ihrer einzigar-
tigen Struktur zur genaueren Definition und Erforschung von Pflanzen dienen.2 Sie zeigt
sich u. a. in morphologischen Auspra¨gungen wie dem a¨ußeren Pha¨notyp, dem Zellaufbau,
der funktionellen Struktur, sowie den Lebens- und U¨berlebensmechanismen. Morpholo-
gische Eigenschaften wie der Zellaufbau oder der strukturelle Aufbau aus Wurzel, Blatt
und Sprossachse sind klassische Unterscheidungsmerkmale, zu denen auch die Stoffwech-
selleistung, sprich der Metabolismus geho¨rt. Die strukturellen Gegebenheiten bedingen die
Lebens- und U¨berlebensweise, d. h. um die Funktionsweise zu verstehen, muss auch der
strukturelle Aufbau erforscht werden.
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2.6.1 Die Probenpra¨paration
Der erste Schritt einer Pflanzen-Metabolomics-Analyse beinhaltet die Probenanzucht. Mit
der Versuchsanordnung, welche meist wa¨hrend der Anzucht durchgefu¨hrt wird, werden im
u¨bertragenen Sinn Fragen an den Organismus gestellt. Durch eine unpra¨zise Fragestellung
liefert die Pflanze eine diffuse Anwort. Daraus lassen sich zwei Empfehlungen fu¨r eine Ver-
suchsanordnung aufstellen: Erstens sollte das System vor allem hinsichtlich Anzucht und
Probenpra¨paration hinreichend erforscht sein. Zweitens muss die Fragestellung auf das
System abgestimmt und eindeutig sein. Es du¨rfen i.d.R. keine Abweichungen oder A¨nde-
rungen der Versuchsanordnung stattfinden und es mu¨ssen klar strukturierte Experimente
durchgefu¨hrt werden. Dabei kann es hilfreich sein, nicht zu viele Pa¨parationsschritte einzu-
bringen, sondern eine mo¨glichst kurze Standardarbeitsanweisung aufzusetzen, um mo¨gliche
Fehlerquellen zu vermeiden. Ein hoher Probendurchsatz mit standardisierten Protokollen
ist eine wichtige Voraussetzungen fu¨r eine systematische Untersuchung von Metaboliten,
wobei die Reproduzierbarkeit und Selektivita¨t gewa¨hrleistet sein muss.46
Die Probenpra¨paration beinhaltet je nach Studie unterschiedliche Schritte. Sie beginnt
jedoch immer mit der Ernte oder Abnahme der Proben. Als erster Schritt muss dabei
die enzymatische Aktivita¨t sofort gestoppt werden, um weitere metabolische Prozesse zu
verhindern. Dies wird hauptsa¨chlich durch das Schockgefrieren oder auch durch die Zu-
gabe von Additiven wie Perchlorsa¨ure oder andere Sa¨uren gewa¨hrleistet. Hierbei sollten
Sa¨uren jedoch nur bedingt wegen der nicht einscha¨tzbaren Probenvera¨nderung eingesetzt
werden.12 Das Schockgefrieren wird durch Zugabe von flu¨ssigem Stickstoff durchgefu¨hrt.
Nachdem die Proben tiefgefroren wurden, muss darauf geachtet werden, dass diese nicht
teilweise wieder auftauen. Entweder werden sie bis zur Weiterverabeitung bei −80 ◦C ge-
lagert oder lyophilisiert. Anschließend erfolgt die Zerkleinerung mit Mo¨rser und Pistill,
einem Tissue Lyser, oder in hartna¨ckigen Fa¨llen wie verholzten Teilen auch einem Wa-
ring Blendor. Um relative Metabolitmengen zu erhalten, werden fu¨r die Extraktion ha¨ufig
getrocknete Proben verwendet, da es vor allem im Zusammenhang mit pflanzlichem Ma-
terial aufgrund von sehr unterschiedlichen Zellgro¨ßen zu Konzentrationsunterschieden der
Extrakte kommen kann.47 Die Extraktion von Metaboliten unterscheidet sich deutlich von
anderen biologischen Aufarbeitungsmethoden. Fu¨r die Extraktion von DNA z. B. existie-
ren je nach Ausgangssubstanz zwar unterschiedliche Gewebe- bzw. Zellaufschlußverfahren,
insgesamt ist der Extraktionsschritt jedoch wenig variabel. Der Grund hierfu¨r ist, dass
die fu¨r DNA typischen Eigenschaften wie Lo¨slichkeitsverhalten oder Stabilita¨t u¨ber Orga-
nismenreiche hinweg gleich bleibend sind. Im Gegensatz hierzu muss fu¨r eine Extraktion
von Metaboliten bedacht werden, dass das Lo¨slichkeitsverhalten verschiedener Metabolite
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divergiert und sie einen dynamischen Konzentrationsbereich aufweisen. Je nachdem, ob es
sich um Pflanzen, Pflanzenteile oder auch Zellkulturen handelt, muss die Probenpra¨para-
tion entsprechend variiert werden (s. Abbildung 2.6).48
Abbildung 2.6: Nur durch die Synergien aus verschiedenen Forschungsbereichen kann eine
adequate Analyse des Metaboloms durchgefu¨hrt werden. Hierbei nehmen
u. a. die Themenfelder Biologie, Chemie und Informatik Schlu¨sselpositio-
nen hinsichtlich der Probenanzucht, Probenpra¨paration, Datenakquisition
und -analyse ein.48
Jedes Protokoll beinhaltet Kompromisse zwischen guter Durchfu¨hrbarkeit und Robust-
heit. Weitere Kriterien sind, mo¨glichst viele Substanzklassen zu extrahieren oder instabile
Moleku¨le, soweit mo¨glich, vor Abbau und Zerfall zu schu¨tzen. Da Metabolite kleine Ver-
bindungen sind, welche sich in ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften stark
unterscheiden, kann es nicht ein Lo¨sungsmittel fu¨r die Extraktion aller Metabolite geben.
Die Lo¨sungsmittelauswahl beschra¨nkt die jeweilige Studie auf die Untersuchung bestimm-
ter Substanzklassen. Das Lo¨sungsmittel sowie die Extraktionsmethode wird zu Beginn der
Studie empirisch getestet, um Unwegbarkeiten oder Fehlerquellen zu vermeiden. Gro¨ßere
Moleku¨le (> 1500 Da), Proteine und la¨ngere Zuckerketten werden aus praktischen Gru¨nden
in Bezug auf die Extraktion und Detektion ausgeschlossen.40 Ha¨ufige Extraktionsmedien
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sind wa¨ssrige, methanolische oder chloroformhaltige Lo¨sungsmittelgemische.7 Um Fehler-
quellen zu vermeiden und die individuelle Arbeitsweise des Experimentators einzugrenzen,
werden vor jeder Studie sogenannte Standardarbeitsanweisungen (standard operating pro-
cedure = SOP) erprobt und anschließend fu¨r die gesamte Studie konstant gehalten. Jede
Vera¨nderung wa¨hrend der Studie, seien es wechselnde Bedingungen in der Anzucht der
biologischen Proben oder das Prozessieren der aufgenommenen Spektren, kann die Ver-
la¨sslichkeit der erhaltenen Daten verringern.2
Die Datenakquisition, -verarbeitung und -auswertung nehmen neben der Probenpra¨parati-
on den ho¨chsten Stellenwert in einer Metabonomics-Studie ein. In der Regel ist die enorme
Menge an gewonnenen Daten nur durch ein bioinformatisches Datenmanagement zu be-
wa¨ltigen, um wichtige von unwichtigen Informationen zu trennen. Zwar ist der vorhandene
Datenspeicher nicht anna¨hernd so umfassend wie bei Genomics- oder Transkriptomicsan-
sa¨tzen, jedoch werden bereits Anstrengungen in Richtung standardisierter Datenbanken
unternommen, um das Profiling von Daten zu ermo¨glichen. Die gro¨ßte Herausforderung
betrifft dabei die Datenanalyse selbst, welche das Ziel verfolgt, aus der Fu¨lle an Daten
Zusammenha¨nge herzustellen. Interaktionen zwischen Metaboliten oder welchen Einfluss
a¨ußere Lebensbedingungen auf einen Organismus ausu¨ben ko¨nnen, sind ha¨ufig gestellte
Fragen, die es zu beantworten gilt.40
2.6.2 Anwendungsbeispiele
In den letzten Jahrzehnten beschra¨nkten sich pflanzliche Metabolit-Studien aufgrund der
Komplexita¨t des Metaboloms meist auf Zielanalysen wie z. B. der Bestimmung von Hor-
monkonzentrationen vor und nach bestimmten Behandlungen.40 Als jedoch der Bedarf
nach einer systemweiten Analyse des pflanzlichen Metabolismus stieg, bestand die Mo¨g-
lichkeit etablierte Analysemethoden wie NMR spektroskopische oder massenspektrome-
trische Untersuchungen zu verwenden. Diese Analysemethoden wurden vor allem in der
chemischen Analytik verwendet und weiterentwickelt, so dass auf fundiertes Wissen und
robuste Techniken zuru¨ckgegriffen werden konnten. Dadurch konnten die beno¨tigten Da-
tenmengen generiert bzw. der damit verbundene, hohe Probendurchsatz im NMR-basierten
Metabonomics-Ansatz gewa¨hrleistet werden. Zusa¨tzlich wurden die Kosten pro Probe
durch Automatismen auf ein Minimum reduziert.42
Die NMR-Spektroskopie ist daher eine der effektivsten Methoden fu¨r die Analyse von
Naturprodukten. Im Vergleich zu anderen Methoden wie der Massenspektrometrie ist
die Probenpra¨paration simpel und bedarf keiner bestimmten Moleku¨leigenschaften wie
der Derivatisierung oder Ionisierbarkeit. Allerdings ist ihr Einsatz durch ihre geringere
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Empfindlichkeit bei niedrig konzentrierten Pflanzenmetaboliten wie etwa Hormonen ein-
geschra¨nkt.15
Eine der fru¨hen Anwendungsmo¨glichkeiten des NMR basierten Metabonomics-Ansatzes
wurde als leistungsfa¨hige und effiziente Analyse in Bezug auf Lebensmittel durchgefu¨hrt
und fu¨r die Unterscheidung von Sa¨ften eingesetzt.49 Grundsa¨tzlich kann dieser Ansatz fu¨r
Fragestellungen in der Grundlagenforschung, ebenso wie fu¨r die Anwendung im kommer-
ziellen Bereich wie der Metabotypisierung oder Qualita¨tskontrolle verwendet werden.
2.6.2.1 Metabotypisierung und Populationsu¨berpru¨fung
Eine Metabotypisierung erfolgt, indem das bekannte Genom mit den gewonnenen Meta-
bonomics-Daten in Bezug gesetzt wird. Der Pha¨notyp wird hierbei als Gesamtheit der Me-
tabolite in einer Probe angesehen. Da der Genotyp den Pha¨notyp gerade auch in Hinsicht
des Stoffwechsels, sowie die Interaktionsmo¨glichkeiten des Organismus mit seiner Umwelt
pra¨gt, kann eine Metabotypisierung somit auch nu¨tzlich fu¨r eine funktionelle Genanalyse
sein.42
Die Populationsu¨berpru¨fung hingegen identifiziert Gruppen innerhalb einer Population,
um diese z. B. selektieren zu ko¨nnen. Diese kann entweder aufgrund der U¨berpru¨fung
eines metabolischen Fingerabdrucks oder bestimmter bzw. einzelner Metabolite durchge-
fu¨hrt werden.50
2.6.2.2 Qualita¨tskontrolle
Bei der Qualita¨tskontrolle kann die detaillierte Aufkla¨rung der biochemischen Zusammen-
setzung u. a. dazu eingesetzt werden, um den Geschmack oder eine Krankheitsresistenz zu
u¨berpru¨fen, sowie auch Fa¨lschungen zu entlarven. Je nach Kontext handelt es sich dabei
um eine Populationsu¨berpru¨fung, welche einzelne Gruppen innerhalb einer Menge identi-
fiziert. Diese kann entweder durch die U¨berpru¨fung eines metabolischen Fingerabdrucks
oder einzelner Metabolite durchgefu¨hrt werden.50 Die Qualita¨tskontrollen von Ginseng,
von Pflanzen aus der traditionellen chinesischen Medizin oder von Weinen oder Sa¨ften
sind nur einige Beispiele.26,51,52 Hierbei steht die Qualita¨t von Nutzpflanzen in direktem
Zusammenhang mit den enthaltenen Metaboliten und bestimmt den mo¨glichen, kommer-
ziellen Nutzen.
2.6.2.3 Biomarker
Der Begriff Biomarker steht fu¨r vielfa¨ltige Zeiger, welche auf bestimmte Zusammenha¨nge
in Organismen hinweisen ko¨nnen. Er kann sowohl morphologische Merkmale, als auch ein-
zelne Metabolite, Metabolitgruppen und deren Konzentrationen, DNA-Abschnitte, ebenso
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wie Proteine beinhalten. Gemeinsam ist, dass diese Merkmale signifikant ein bestimmtes
Geschehen wie eine genetische Vera¨nderung oder auf den Organismus einwirkenden Stress
anzeigen. Oft handelt es sich auch um mehrere Substanzen, die in einem spezifischen Mus-
ter vorkommen. So ko¨nnen z. B. verschiedene Pflanzen anhand solcher Biomarker-Pattern
unterschieden werden.50,51
Abbildung 2.7: Anwendungsbeispiele von Pflanzen-Metabonomics. Mithilfe des
Metabonomics-Ansatzes ko¨nnen bei Pflanzen physiologische und me-
tabolische Prozesse detaillierter untersucht werden. Die Identifizierung
von Biomarkern ist hierbei genauso entscheidend wie die Qualita¨tskontrolle
oder Metabotypisierung.
2.6.2.4 Wesentliche Gleichheit
Um die Sicherheit von genetisch vera¨nderten Organismen, welche der Erna¨hrung dienen,
gewa¨hrleisten zu ko¨nnen, kann z. B. die wesentliche Gleichheit (substantial equivalence)
zwischen unvera¨nderten und vera¨nderten Sorten untersucht werden. So wurden Weizen-
sorten, welche auf zwei unterschiedlichen Grundstu¨cken drei Jahre lang angebaut wurden,
erforscht. Fu¨r die Untersuchung wurde der metabolische Fingerabdruck mittels NMR-
Spektroskopie genutzt. Mithilfe der gewonnenen Daten war es mo¨glich, den Einfluss des
Anbaus in Bezug auf die landwirtschaftliche Fla¨che bzw. des Anbaujahres festzustellen.
Die genetische Vera¨nderung dagegen, hatte im Vergleich eine geringere Auswirkung auf
den Metabolismus. Es wurde aus diesen Ergebnissen geschlossen, dass die Umwelt, in der
die Pflanze wa¨chst, einen signifikanten Einfluss auf das Metabolom hat und dass in diesem
Beispiel die Differenzen zwischen Kontroll- und transgener Pflanze in der Gro¨ßenordnung
des Umwelteinflusses lagen.2,53,54
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2.7 Bioinformatische Methoden
Die technischen Entwicklungen in den letzten Jahrzehnten ermo¨glichten in vielen For-
schungsgebieten die Erfassung enormer Datenmengen. Die Auswertung erfordert daher bio-
informatische Methoden, welche im folgenden im Zusammenhang mit dem Metabonomics-
Ansatz na¨her erla¨utert werden.
2.7.1 Mustererkennungsmethoden
Bei den analytischen Verfahren fu¨r Metaboliten-Studien stellen u. a. die U¨berlagerungen
von Signalmustern, die Isomerenunterscheidung bei der Massenspektrometrie bzw. letzt-
endlich die große Menge an Moleku¨len in einer komplexen Matrix eine Herausforderung
fu¨r die Datenauswertung dar. Die Informationen in einem NMR-Spektrum sind in Bezug
auf eine definierte Fragestellung eher subtil, da die Spektren lediglich Informationen u¨ber
Struktur oder Konzentrationen beinhalten. Erst der Experimentator analysiert und inter-
pretiert die Daten.
In einem 1D 1H-Spektrum ko¨nnen mehr als hundert Komponenten in einer einzigen Probe
gleichzeitig erfasst werden. Der Vergleich mit anderen Spektren vervielfacht die Informati-
onslast. Eine effektive Weise sich derart großen Datenmengen zu na¨hern und interessante
von banalen Informationen zu trennen, ist die PR-Methode (pattern recognition). Hierbei
wird die Informationsflut der vorhandenen Daten auf ein Minimum reduziert und klassifi-
ziert. Am Beispiel der NMR-basierten Spektren bedeutet dies, dass das jeweilige Spektrum
einer Probe als n-dimensionaler Raum angesehen wird, wobei die Dimensionen die indi-
viduelle Konzentration der Metabolite bzw. unterschiedliche Signalintensita¨ten darstellen.
Mithilfe der unterschiedlichen Signalintensita¨ten werden die entsprechenden Hauptkompo-
nenten (principle component = PC) berechnet, anhand derer ein mehrdimensionaler Raum
aufgespannt wird. Durch diesen n-dimensionalen Raum ko¨nnen Varianzen innerhalb der
Spektren visualisiert und fu¨r die Interpretation effektiv genutzt werden.
Solche Hauptkomponentenanalysen (PCA) dienen demnach der Datenreduktion mit dem
Ziel, alle Ausgangsvariablen durch mo¨glichst wenige Hauptkomponenten zu beschreiben.
Anders gesehen, zeigen diese NMR-Spektren einen mehrdimensionalen Fingerabdruck des
Organismus auf der Grundlage der gemessenen Proben, wobei sich dieser in Abha¨ngigkeit
zu bestimmten Faktoren wie Krankheit oder Stress vera¨ndert.9
Bei Mustererkennungsmethoden wie der beschriebenen PCA oder der Partial Least Square
Regressionsmethode (PLS) sollte jedoch mit der Entwicklung von Hypothesen und Schluss-
folgerungen vorsichtig umgegangen werden. So ist die Durchfu¨hrung von Blindtests z. B.
zur Kontrolle eines Modells unabdingbar.
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Bereits bei dem experimentellen Design und der damit verbundenen Fragestellung an das
System oder den Modellorganismus ist eine genaue Kenntnis u¨ber dieses notwendig. Dies
beinhaltet u. a. mo¨gliche Fehlerquellen bei der Anzucht zu kennen, ebenso wie die Kennt-
nis des Lebenszyklus oder Herkunft des Materials, sowie der fu¨r die Anzucht beno¨tigten
Materialien und Methoden. Auch die Studie selbst sollte kritisch auf den etwaigen biolo-
gischen Nutzen hinterfragt werden. So ist die Reproduzierbarkeit von Daten allein kein
Indiz dafu¨r, dass eine Studie korrekt durchgefu¨hrt wurde, da systematische Fehler auch
reproduzierbar sind.11 Die Studienkonzeption sollte demnach in die bereits bestehende,
biologische Forschung integrierbar sein und gegebenenfalls durch erga¨nzende Daten inter-
pretiert werden.
2.7.2 Gesteuerte und ungesteuerte Datenanalyse
Die PCA stellt die am weitverbreiteste Mustererkennungsmethode fu¨r die Auswertung
von Metabonomics-Studien dar. Sie ist eine ungesteuerte Methode (unsupervised me-
thod), d. h. sie beruht allein auf statistischen Gegebenheiten. Die Hauptkomponenten
entsprechen dabei Parametern, welche durch Linearkombinationen der Anfangsvariablen
berechnet werden. Die urspru¨nglichen Variablen werden mit geeigneten Gewichtungsfak-
toren versehen und in eine neue Menge, unkorrelierter Hauptkomponenten transformiert.
Die erste Hauptkomponente entha¨lt dabei den gro¨ßten Anteil der Varianz des Datensat-
zes, wobei mit steigender Hauptkomponentenzahl die entsprechende Varianz kleiner wird.
Dadurch, dass die ersten Hauptkomponenten den gro¨ßten Teil der Varianz zeigen, kann
die Dimension des Problems verringert werden.55 Ein Plot der Hauptkomponenten zeigt
anschaulich die gro¨ßten Varianzen, indem sie in einem zwei- oder dreidimensionalen Raum
dargestellt werden. Die Beziehung der Variablen in dem neuen Hauptkomponentenraum
(Scores-Plot) und den spekroskopischen Daten bzw. Ursprungsvariablen (Bucket Tabelle
= X-Tabelle) werden als sogenannte Loadings bezeichnet. Ein hoher Loading der Varia-
blen indiziert, dass der entsprechende Bereich (oder Peak) im Spektrum einen signifikanten
Einfluss auf die multivariate Analyse ausu¨bt. Der Loadings-Plot verbindet somit die sta-
tistischen Berechnungen mit den spektroskopischen Daten. Dies ist entscheidend, da die
PCA lediglich statistische Pha¨nomene, aber nicht deren Ursache darstellt.14
Der sogenannte Modellraum oder Scores-Plot wird durch die PCs aufgespannt und stellt
einen reduzierten Varianzraum dar. Fu¨r jedes Spektrum kann die Distanz zu diesem Raum
(Modell) und die Distanz zum Zentrum (Modellzentrum) des Raumes berechnet werden.
Wird die Distanz zum Modell und zum Modellzentrum gegeneinander aufgetragen und
Vertrauenslinien miteinbezogen, kann daru¨ber Auskunft gegeben werden, welches Spek-
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trum im und welches außerhalb des Modellraumes liegt. Der entsprechende Plot heißt
Influence-Plot. Die Position der Vertrauenslinien ist u. a. abha¨ngig von der Anzahl der
PCs oder auch der verwendeten Spektren.
Aufgrund der Mo¨glichkeit multivariate Datenmengen effektiv zu visualisieren, wird die
PCA meist als Startpunkt fu¨r die Auswertung von metabolischen Studien verwendet. So
ko¨nnen dynamische Prozesse mittels metabolischer Trajektorien verfolgt werden, welche
den Verlauf bestimmter Entwicklungen beschreiben. Ein solcher Verlauf wa¨re z. B. die
Probenentnahme nach Toxinzugabe in definierten, zeitlichen Absta¨nden. Die daraus ge-
wonnenen Daten werden in der entsprechenden PCA dargestellt, wobei ein U¨berblick u¨ber
die spektralen Informationen erhalten wird.13
Werden Spektren innerhalb des Modellraums als Modell oder Klasse gespeichert, ko¨n-
nen u¨ber einen Vergleich weitere Spektren kategorisiert werden. Diese Methode wird als
SIMCA-Klassifizierung (kommerzielle, multivariate Analysesoftware von Umetrics) be-
zeichnet und stellt eine gesteuerte Methode (supervised method) dar. Die SIMCA-Klassi-
fizierung beinhaltet u. a. die Spektrenauswahl sowie die Durchfu¨hrung der Testklassifizie-
rungen, um ein solides Modell zu bilden.56
Falls zusa¨tzliche Informationen wie bestimmte Metabolitkonzentrationen zu den jeweili-
gen Spektren vorhanden sind, ko¨nnen diese in Bezug zu den Ursprungsvariablen (Bucket-
Tabelle) gesetzt werden. Diese Methode wird als Partial Least Square Regression (PLS) be-
zeichnet. Sie dient der Bestimmung einer Korrelation zwischen Tabelle X (Bucket-Tabelle)
und weiterer tabellarischer Daten (Tabelle Y). Dies findet unter der Annahme statt, dass
ein klar definierter Zustand u¨ber die Gesamtheit eines Spektrums beschrieben werden kann.
Die PLS wird mit zusa¨tzlichen Daten erga¨nzt und geho¨rt ebenfalls zu den gesteuerten Me-
thoden. Falls die Korrelation eine Differenzierung der metabolischen Daten bewirkt, kann
die erhaltene PLS als Modell verwendet werden.
Genauer betrachtet startet die PLS also mit Spektren, welche in eine Bucket Tabelle u¨ber-
setzt werden. Diese Tabelle wird als Tabelle X (s.o.) bezeichnet. Die Anzahl der Variablen
von X entsprechen der Bucket- und Spaltenanzahl der Tabelle. Die zweite Tabelle mit
der zusa¨tzlichen Information wird als Y-Tabelle bezeichnet. Dabei ist die Anzahl der Y-
Variablen identisch zu deren Spalten. Wa¨hrend die PCA die Richtung der maximalen
Varianz in der X-Tabelle angibt, findet die PLS die beste Korrelation zwischen den X-
und Y-Tabellen, indem sie relevante Linearkombinationen der Variablen verwendet. Die
Resultate der PLS sind denen der PCA in der Darstellungsart gleich, wobei ebenfalls ein
Scores- und Loadings-Plot erhalten wird.
Die PLS wird aus zwei Gesichtspunkten eingesetzt. Zum einen kann, falls bei Spektren
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die zusa¨tzliche Information fehlt und keine Wiederholung der Proben durchfu¨hrbar ist,
die Y-Information aufgrund der bestehenden Daten berechnet werden. Zweitens wird sie
eingesetzt, falls eine Gruppierung in der PCA nicht eindeutig ersichtlich ist, wobei auch
Korrelationen gefunden werden, welche von gro¨ßeren Varianzen u¨berlagert werden.56
Abbildung 2.8: Abbildung der gesteuerten (supervised) und ungesteuerten (unsupervised)
Datenanalyse, wobei schematisch auf die Unterschiede der beiden Strate-
gien eingegangen wird.
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2.8 NMR-Experimente
Fu¨r NMR-basierte Metabonomicsmessungen wird ha¨ufig die Standardpulssequenz des 1D
1H-NOESY mit Vorsa¨ttigung verwendet. Wichtige Vorteile dieses Experiments sind die
kurze Akquisitionszeit und die relativ gute Empfindlichkeit, da es sich bei den detektier-
ten Kernen um Protonen handelt. Des Weiteren ist die hohe Qualita¨t der Wasserunter-
dru¨ckung, die durch das Experiment erreicht werden kann, fu¨r Metabonomicsexperimente
entscheidend. Das in der Probe enthaltene Wasser wu¨rde den dynamischen Bereich er-
heblich verringern und andere Signale u¨berlagern. Auch wu¨rden die Signale gering vor-
kommender Komponenten, welche nahe am Detektionslimit des Spektrometers liegen, im
Rauschen untergehen. In der Sequenz gehen bestimmte 1H NMR Resonanzen wegen ei-
nes H/D-Austauschprozesses durch die Vorsa¨ttigung bzw. wenn nach der Gefriertrockung
oder zur Probenpra¨paration eine gro¨ßere Menge Deuteriumoxid hinzugegeben wird, verlo-
ren. Dies schließt nicht nur die NH und OH-Protonen mit ein, sondern ebenso sehr azide
Gruppen, wie sie z. B. bei der CH2-Gruppe von Acetoacetat durch die Ketoenoltautomerie
vorkommt.20
Abbildung 2.9: Pulsprogrammsequenzen eines pseudo 2D J -aufgelo¨sten (1) und eines 1D
1H-NOESY Experiments (2). Durch die Vorsa¨ttigung des Wassersignals
wa¨hrend des Relaxationsdelays wird der dynamische Bereich erheblich ver-
gro¨ßert und selbst gering konzentrierte Substanzen ko¨nnen detektiert wer-
den.
Obwohl 1D NMR-Studien in vielerlei Hinsicht sehr nu¨tzlich sind, z. B. um metabolische
Fingerabdru¨cke zu generieren, a¨hnliche Gruppen zu klassifizieren oder einen U¨berblick
u¨ber die Menge an Inhaltsstoffen in einer Probe zu erhalten, kann die Fu¨lle an Informa-
tionen ein Problem darstellen. U¨berlappende Peaks ko¨nnen die Identifizierung einzelner
Metabolite erschweren oder diese gar unmo¨glich machen. Deshalb werden zusa¨tzlich 2D
NMR-Studien fu¨r die Charakterisierung von nicht identifizierten Komponenten aus 1D
Spektren verwendet, wobei meist das J -aufgelo¨ste (J RES) Experiment aufgrund seiner
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relativ zu anderen 2D Experimenten geringen Messzeit eingesetzt wird.26,57
Ein J RES Spektrum separiert die chemische Verschiebung und die Spin-Spin Kopplungs-
daten in getrennte Achsen, so dass die Projektion der chemischen Verschiebungsachse
einem 1H entkoppeltem NMR-Spektrum gleicht. Das Resultat sind vereinfachte NMR
Spektren, welche weniger Resonanzen enthalten. Die Reduzierung der Signalfu¨lle in ei-
nem J RES Spektrum erho¨ht die Wahrscheinlichkeit, spezifische Metabolite zu identifizie-
ren.58–60
Abbildung 2.10: Darstellung eines J -aufgelo¨sten Spektrums und eines um 45◦ verschobe-
nen J -aufgelo¨sten Spektrums. Durch den Tilt wird das Spektrum virtuell
entkoppelt und Signalmultipletts werden zu Singuletts, wodurch die In-
terpretation der Daten wesentlich erleichtert wird.
2.9 Zielsetzung und verwendete Modellorganismen
Die Zielsetzung dieser Arbeit war die Anwendung des Metabnonomics-Ansatzes auf bo-
tanische Modellorganismen wie Reis und Tabakflu¨ssigzellkulturen, welche bereits in der
Vergangenheit detailliert erforscht wurden. Die Anforderungen an den Organismus fu¨r
die erste Studie war es, ein leicht zuga¨ngliches System mit der Mo¨glichkeit einer hohen
Anzahl an Proben und einer einfachen Durchfu¨hrung des experimentellen Designs zu ge-
wa¨hrleisten. Dadurch sollten Fehler fu¨r die erste Anwendung eines Metabonomics-Ansatzes
minimiert werden.
Die in Pflanzen synthetisierten Moleku¨le aus dem Sekunda¨rmetabolismus stellen ein chemi-
sches Arsenal gegen a¨ußere Einflu¨sse dar. Diese Substanzen sind jedoch nicht nur nu¨tzlich
fu¨r die Pflanze selbst, sondern beinhalten auch ein großes Potential fu¨r die pharmazeu-
tische Anwendung am Menschen. Die meisten dieser Komponenten werden allerdings, in
spezialisiertem Gewebe, in einzelnen Zellen oder in einem spezifischen, funktionellen Kon-
text gebildet, wobei die Gewinnung ha¨ufig u¨ber den Anbau der Pflanzen selbst, u¨ber deren
Ernte bzw. Isolation stattfindet. Auch die Einfu¨hrung der metabolischen Biosynthesewege
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in Organismen wie Hefen oder Bakterien ist nicht mo¨glich, da die Synthese oft restriktiv an
bestimmte, pflanzenspezifische Strukturen wie Plastiden gebunden ist oder in Abha¨ngigkeit
zu bestimmtem Gewebe steht. Ein weiterer Ansatz wa¨re das sogenannte Molecular Far-
ming, welches die Produktion pflanzlicher Substanzen aus Zellkulturen beabsichtigt. Diese
Strategie ist jedoch derzeit limitiert, da die Biosynthese vieler, interessanter Substanzen
erst durch eine Differenzierung des Pflanzengewebes ermo¨glicht wird. Eine Mo¨glichkeit zur
Lo¨sung dieses Problems wa¨re, die Kontrolle des Metabolismus z. B. durch a¨ußere Signale
wie Licht zu steuern. Licht ist fu¨r die meisten Pflanzen lebensnotwendig und wird selbst
in geringsten Mengen wahrgenommen. Zudem kann Licht vielfa¨ltig eingesetzt werden, da
es im Vergeich zu Chemikalien zeitlich und ra¨umlich pra¨zise angewendet werden kann, um
gezielt die Biosynthese bestimmter Stoffe anzuregen. Allerdings existieren bisher nur weni-
ge lichtreaktive Pflanzenzellkulturen. Deshalb wurde fu¨r diese Studie die lichtempfindliche
Zelllinie VBI-3 und die nicht lichtempfindliche Zelllinie VBI-0 vewendet, um durch den
Metabonomics-Ansatz spezifische Signalmuster zu analysieren und zu vergleichen. Gleich-
zeitig konnte mit dieser Studie die Robustheit der Zellkultur und der hier eingefu¨hrten
SOPs u¨berpru¨ft werden.
Mit der zweiten Studie an Reiskeimlingen wurde der Metabonomics-Ansatz auf einen kom-
plexeren Organismus angewendet. Ziel war es hierbei, zum einen zu u¨berpru¨fen, ob die
erarbeiteten SOPs von angeleiteten Personen in der gewu¨nschten Exaktheit durchgefu¨hrt
werden ko¨nnen und zum anderen, ob durch die Durchfu¨hrung zweier Experimentatoren die
Reproduzierbarkeit der Daten gegeben ist. Auch bei dieser Studie ko¨nnen die gewonnenen
Daten in bestehendes Wissen eingebracht werden, da es sich hierbei um ein bereits intensiv
erforschtes Modellsystem handelt. Weiterhin sollten die Reismetabolite unter Salzstress-
bedingungen analysiert und mit salztoleranteren Mutanten verglichen werden, um so die
jeweiligen, metabolischen Prozesse besser verstehen zu lernen.
2.9.1 Modellorganismen
Die Erforschung biologischer Fragestellungen erfordert Modellorganimen. Im Forschungs-
zweig der Botanik werden unterschiedliche Modellorganismen und selbstversta¨ndlich ga¨nz-
lich andere als in der zoologischen Forschung verwendet. Allgemeine Kriterien fu¨r die Aus-
wahl eines Modellorganismus sind eine schnelle Fortpflanzung und Entwicklung, die Gro¨ße
des Organismus, seine Handhabung in Bezug auf die Anzucht und seine Reproduzierbar-
keit unter Laborbedingungen. Weiterhin spielt die Transformierbarkeit und Beobachtungs-
mo¨glichkeit der Entwicklung eine entscheidende Rolle. Der Organismus sollte idealerweise
ein kleines Genom zur genetischen Charakterisierung besitzen bzw. in der Forschung weit
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verbreitet sein, um Synergien anderer Experten und Forschungsgebiete zu nutzen. Letzt-
endlich muss auch die Eigenschaft als Modellsystem durch die physiologische Erforschung
ausreichend dokumentiert sein.
Das Modellsystem sollte einen experimentellen Zugang zur Untersuchung von bestimmten
Einzelaspekten gewa¨hrleisten bzw. auf allgemeingu¨ltige Gesetze der Biologie anwendbar
sein. Diese Gesetze ko¨nnen z. B. die Integration der einzelnen Zelle in einem Organismus
oder auch die Entwicklung eines Organismus im Zeitverlauf betreffen. Weiterhin ko¨nnen
Untersuchungen zu neuen Stoffwechselleistungen wie beim Molecular Farming angestrebt
werden.
Es bestehen jedoch Grenzen der U¨bertragbarkeit. So muss festgestellt werden, ob ein er-
forschtes Gesetz, welches an einem bestimmten Modellorganismus entdeckt wurde, nur
fu¨r diese Art, fu¨r das Reich oder allgemein fu¨r das Lebewesen eine Gu¨ltigkeit aufweist.
In Bezug auf Pflanzen und Tiere ergeben sich viele Organisationsunterschiede wie z. B.
die Anpassungsfa¨higkeit durch eine offene Entwicklung bei Pflanzen, wohingegen Tiere
die Trennung von Keimbahn und Soma perfektionierten. Ein weiteres Beispiel ist, dass
bei Pflanzen und Pilzen die Kern-Plasma-Relation außer Kraft gesetzt und die Zellgro¨ße
dadurch sehr variabel ist. Bei Tieren hingegen ist die Zellgro¨ße stark reguliert und das
Wachstum vor allem u¨ber eine Zellvermehrung geregelt.47 Die Strategien der jeweiligen
Lebensform zeigen sich daher in den Grundlagen und Ursachen des Genoms, Proteoms
oder Metaboloms.
Eine Herausforderung bei der Definition biologischer Gesetzma¨ßigkeiten liegt in der dif-
ferentiellen Organisationsstruktur verschiedener Organismenreiche, in eventuellen Abwei-
chungen, sowie in den Grenzen wissenschaftlicher Kenntnis, welche durch definierte Frage-
stellungen bereits bestimmte Antworten in den Fokus stellen. Auf dieser Grundlage wer-
den dann Reaktionen oder experimentelle Daten tendenziell in der erwarteten Richtung
betrachtet. Wir ko¨nnen also nur sehen, wonach wir suchen oder worauf wir unseren Blick
lenken. Dadurch wird unser Gewinn an Erkenntnis zwar erheblich eingeschra¨nkt, jedoch
durch die Vergegenwa¨rtigung dieser Tatsache kann sie uns gleichzeitig vor allzu starker
Detailsuche bewahren.47
2.9.2 Tabakflu¨ssigzellkulturen
Da Pflanzen nicht vor scha¨dlichen Einflu¨ssen oder Gefahren fliehen ko¨nnen, ist eine Anpas-
sungsstrategie, wie eine sehr breitgefa¨cherte Biosynthese unterschiedlichster Stoffe, welche
zur Abwehr oder Verbesserung der Stresstoleranz dienen, essentiell. Auch die Flexibilita¨t
in der Pflanzenentwicklung ist ein Beispiel fu¨r die Anpassungsstrategie der Pflanzen, wel-
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che eine flexible Antwort des Zellwachstums mit einschließt. So findet die Zellstreckung im
Vergleich zu belichteten Zellen in Dunkelheit vermehrt statt. Diese eher schnelle Antwort
wird durch eine etwas langsamere Produktion von morphogenetischen Elementen wie Zel-
len, mehrzelliger Strukturen oder Organe erga¨nzt.61
Dabei erfordert die offene Morphogenese von Pflanzen die Koordination der Musterbildung
durch interzellula¨re Signale. Die Tabakzelllinie VBI-0 (’Virginia Bright Italia 0’) bietet ein
einfaches Modellsystem, an welchem die Rolle der interzellula¨ren Kommunikation in der
Musterbildung erforscht werden kann. Die Vorteile einer Zellkultur gegenu¨ber einer Pflan-
ze sind, dass die Anzucht schneller verla¨uft und die Experimente einfacher durchfu¨hrbar
sind. Die Zelllinie wurde durch die Kultivierung aus einer Gewebeprobe der Tabaksorte
’Virginia Bright Italia 0’ in Hellers Flu¨ssigmedium initiiert.62,63
Der Kulturzyklus der VBI-0 Tabakflu¨ssigzellkultur besteht aus zwei Phasen (s. Abbil-
dung 2.11). Nach der Kultivierung erfolgt eine axiale Zellteilungsphase, welche aus mehr-
zelligen Zellfa¨den besteht und eine klare Polarita¨t mit einem spitzen, apikalen Ende und
einem runden teilweise abgeflachten basalen Ende besitzt. Wa¨hrend dem zweiten Teil des
Kulturzyklus wachsen die Zellfa¨den durch Expansion entlang der Zellreihe und beginnen
sich voneinander teilweise zu lo¨sen. Die komplette Auflo¨sung der Zellfa¨den in einzelne Zel-
len markiert das Ende des Kulturzyklus. Es kann ein neuer Zyklus durch Inokulation in
frisches Medium gestartet werden. In der 3-Wochenkultur sind die meisten Zellteilungen
am siebten Tag nach Subkultivierung zu beobachten, welches an langen Zellfilamenten mit
bis zu zehn Zellen pro Faden zu erkennen ist. Zwischen dem zehnten und zwanzigsten Tag
sinkt die Anzahl der Zellen pro Faden bis zur kompletten Auflo¨sung der Zellfa¨den. Die
charakteristische Mikromorphologie von VBI-0 bzw. ihre Zyklusa¨nderungen im Sinne ei-
nes Subkultivierungsintervalls kann durch die Auxinkomposition des Mediums beeinflusst
werden. Die Charakterisierung der Zellkultur erfolgt nach morphologischen Anzeichen wie
Zell- und Filamentgro¨ße bzw. Anzahl der Zellen. Dabei ist es bei der VBI-0-Kultur das
exogene Auxin, das den neuen Kulturzyklus auslo¨st und den Zellzyklus synchronisiert.64
Der Nachteil dieser Zellkultur war jedoch, dass keine morphologische Reaktion auf Licht
festgestellt werden konnte.
Fu¨r die Erforschung lichtabha¨ngiger Musterbildung wurde deshalb nach lichtempfindli-
chen Tabakzellkulturen in der Zelllinie VBI-0 gesucht. Dabei konnte die lichtempfindliche
und auxinautonome Zelllinie VBI-3 (’Virginia Bright Italia 3’) isoliert werden. Wie in
der Stammzelllinie VBI-0 ist die Zellteilung wa¨hrend der exponentiellen Wachstumspha-
se synchronisiert. Diese Synchronita¨t kann ebenfalls durch 1-N -Naphthylphthalaminsa¨ure
(Auxintransportinhibitor) inhibiert werden und wird vom Abbau der Actinfilamente be-
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gleitet. Bei der VBI-3-Zellkultur kann die Synchronita¨t wiederhergestellt werden, indem
die Zellen zum einen unter konstanten Lichtbedingungen inkubiert werden oder Auxin
zugegeben wird. Im Vergleich kann die VBI-0-Kultur nur u¨berleben, indem exogenes Au-
xin zugefu¨gt wird. Die U¨berlebenschancen der VBI-3-Zellkultur waren am besten unter
kontinuierlichem, hellrotem Licht zu beobachten, gefolgt von kontinuierlichem Blaulicht,
wa¨hrend kontinuierliches Rotlicht am ineffektivsten war. VBI-0 und VBI-3 sind im Be-
zug auf ihren Lebenszyklus, die Achsenbildung der Zellfa¨den, sowie die Synchronita¨t der
Zellteilung gleich. Jedoch bildet die VBI-3 Zellkultur im Gegensatz zur VBI-0 Kultur chlo-
rophyllhaltige Plastide, sobald diese unter Lichtbedingungen kultiviert wird. Die Synchro-
nita¨t unter Lichtbedingungen ist im Vergleich zu den in Dunkelheit gezogenen Kulturen
nicht signifikant vera¨ndert.65
Abbildung 2.11: Darstellung des Zellzyklus der Tabakzelllinie VBI mit Start- und End-
punkt bzw. Elongations- und Teilungsphase.63
2.9.3 Reis
Reis (Oryza sativa L.) ist ein wichtiges Grundnahrungsmittel, welches hauptsa¨chlich in
Asien angebaut und von u¨ber 50% der Weltbevo¨lkerung ta¨glich konsumiert wird. Auf-
grund seiner 8000 ja¨hrigen Domestizierung als Nutzpflanze besitzt Reis eine einheitliche
Keimung einhergehend mit einer geringen Dormanz. Des Weiteren zeichnet sich die Reis-
pflanze durch große Samen mit enthaltenen Speicherstoffen aus. Da Reis im Vergleich zu
anderen Getreidesorten das kleinste Genom (diploid) besitzt, wird er oft als Modellorga-
nismus verwendet. Gleichzeitig ist er aber auch in vielen angewandten Forschungs- und
Entwicklungszeitschriften zu finden, da er eine herausragende Bedeutung in der Welterna¨-
hung hat.66,67
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Problematisch ist die Salzsempfindlichkeit von Reis, da der Anbau vornehmlich in warmen
Regionen stattfindet und dort fu¨r eine ausreichende Bewa¨sserung gesorgt werden muss.
Meist werden einfache Bewa¨sserungssysteme ohne Drainagen angelegt, sodass das anfal-
lende Wasser nicht zirkuliert und Salze sich anha¨ufen. Dies hat zur Folge, dass weltweit
bisher mehr als 80 Millionen Hektar von bewa¨ssertem Land durch Versalzung unfruchtbar
wurde, welches ca. 40% der Gesamtheit von bewa¨ssertem Land entspricht.68 Salzkontami-
nierte Bo¨den verhindern nicht nur die Aufnahme von Wasser, sondern setzen gleichzeitig
die Verfu¨gbarkeit von Mikrona¨hrstoffen herab, wa¨hrend sie die Konzentration an toxischen
Ionen in Pflanzen erho¨hen und damit die Ertragsquantita¨t und -qualita¨t erniedrigen. Auf
der zellula¨ren und molekularen Ebene verursacht Salzstress eine Membrandisorganisation,
metabolische Toxizita¨t, die Produktion von ROS (reactive oxygen species = reaktive Sau-
erstoffradikale) sowie die Sto¨rung der Photosynthese.69–71
Um unter Salzstressbedingungen u¨berleben zu ko¨nnen, entwickelten Pflanzen viele Me-
chanismen. So findet eine selektive Akkumulation oder Exklusion von Ionen statt, die
Biosynthese von Compatible Solutes (Stoffe zum Schutz gegen Salzstress) wird eingeleitet
oder Ionen werden in separaten Kompartimenten komplexiert. Zusa¨tzlich findet eine Indu-
zierung antioxidativer Enzyme und eine adaptive Regulation von Pflanzenhormonen wie
Jasmonaten statt.72
Jasmonsa¨ure und ihre Derivate sind von Lipiden abgeleitete Pflanzenhormone. Als wich-
tige Regulatoren der Photomorphogenese aktiviert sie Photorezeptoren, welche in Reis
u. a. die Inhibition des Koleoptilenwachstums als zentrales Ereignis hervorruft und dar-
um zur Beschreibung des Pha¨notyps unter Lichtbedingungen dient.45 Als ein wichtiges
Signalmoleku¨l auf biotische und abiotische Stressoren wird Jasmonsa¨ure zur Erforschung
der Stressantwort in Reis verwendet. Sie induziert z. B. die chemische Abwehr nach Ver-
wundung oder ist bei verschiedenen Entwicklungsprozessen der Pflanzen involviert. Die
bioaktive Form von Jasmonaten ist die Aminosa¨ure konjugierte Form Jasmonoylisoleucin
(Ja-Ile). Die Jasmonsa¨urebiosynthese beginnt in den Chloroplasten mit der Abspaltung
von α-Linolensa¨ure aus Membranlipiden.73 Es wurde gezeigt, dass Jasmonate als Auslo¨-
ser fu¨r die Induktion des Pflanzensekunda¨rmetabolismus durch extensive transkriptionelle
Umkodierung fungieren. Daher ist die metabolische Antwort in Pflanzen auf Jasmonate
sehr komplex und verschieden.74 Verschiedene Studien haben die biologische Relevanz des
Jasmonsa¨uresignalweges in durch Salzstress behandeltem Reis untersucht.75–77
Um die Stressqualita¨t unterscheiden zu ko¨nnen, muss es weitere Interaktionen zwischen
parallelen Signalketten geben bzw. die unterschiedliche Art und Schwere des Stresses muss
sich im Metabolismus widerspiegeln. Die Reaktionen der Reispflanzen sind sowohl auf
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genetischer, hormoneller als auch metabolischer Ebene sehr komplex. Es ko¨nnen z. B. Os-
moprotektive angereichert werden, welche eine ga¨ngige Anpassungsstrategie gegen Salz-
und Trockenstress darstellen. Diese Substanzen sind kleine organische Moleku¨le, welche
fu¨r die Entgiftung der ROS sorgen und die Quarta¨rstruktur von Proteinen stabilisieren.
Die wichtigsten Osmoprotektive sind Prolin, Betain, Trehalose und Myo-Inositol. Eine
wichtige Eigenschaft von Osmoprotektiven ist, dass ihre nu¨tzlichen Effekte generell nicht
speziesabha¨ngig sind, sodass artfremde in Pflanzen integriert werden und so die neue Art
schu¨tzen.77
Die fu¨r die Metabonomics-Studie verwendeten Reissorten (Oryza sativa L. cv Nihonma-
sari) werden nun im Folgenden vorgestellt. Es handelt sich um eine Wildtypsorte und die
zwei Mutanten hebiba (Japanisch fu¨r Schlangenblatt) und cpm2 (coleoptile photomorphoge-
nesis 2 ). Diese wurden durch eine gezielte Suche nach Reissorten, welche ein abweichendes
Wachstum unter Lichtbedingungen zeigten, gefunden. Dabei ist die Reiskoleoptile ist ein
nu¨tzliches System, um die Interaktionen zwischen Licht, Hormonsignalwirkung und der
Photomorphogenese zu untersuchen. An Licht gewachsene Koleoptile antworten auf Licht,
indem ihr Wachstum inhibiert wird. Unter Lichtbedingungen ist die Koleoptile demnach
kurz und wird vom Prima¨rblatt durchbohrt (s. Abbildung 2.12). Bei hebiba ist das Koleop-
tilenwachstum durch Anwesenheit von hellrotem Licht stimuliert, in Dunkelheit inhibiert
wird. Diese Photoinhibition wurde fu¨r die Suche nach Reissorten verwendet, die eine ge-
minderte Lichtantwort zeigten.
Abbildung 2.12: Darstellung des schematischen Aufbaus eines Reiskeimlings.78
Hebiba ist eine Mutante, bei welcher eine jasmonsa¨ureinduzierte Lipase bzw. zahlreiche
Gene des Jasmonsa¨ure-Biosynthesewegs gehemmt sind. Jasmonsa¨ure ist wie Auxin ein
Pflanzenhormon und leitet sich von der α-Linolensa¨ure ab. Sie ist ein Warnstoff bei der
pathogenen Abwehr, wobei befallene Bla¨tter die Gefahr an den Rest der Pflanze oder auch
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an die Nachbarpflanzen weiterleiten, welche daraufhin ihrerseits pra¨ventive Abwehrreak-
tionen anschalten. Diese als systemhervorgerufene Abwehr (systemic aquired resistance =
SAR) bezeichnete Reaktion, findet sich analog im Tierreich in der unspezifischen Immunab-
wehr wieder. Die cpm2 Linie besitzt wie hebiba einen Defekt im Gen der Allenoxidcyclase.
Dieses Enzym ist in die Jasmonsa¨urebiosynthese involviert, deshalb zeigt cpm2 einen zu
hebiba a¨hnlichen, jedoch nicht so stark ausgepra¨gten morphologischen Pha¨notyp.5,79
Die adulten hebiba Pflanzen ko¨nnen pha¨notypisch durch extensives Blattwachstum charak-
terisiert werden. Die Bla¨tter sind im Gegensatz zu den dunkelgru¨nen Bla¨ttern des Wildtyps
lichtgru¨n.80 Die Lichtantwort von endogener Indol-3-Essigsa¨ure und Abscissinsa¨ure sind
zwischen Wildtyp und hebiba identisch. Wa¨hrend der WT einen dramatischen Anstieg
von Jasmonsa¨ure und ihren Derivaten zeigt, wird dies bei hebiba durch Lichtinduktion
oder Verwundung nicht festgestellt. Der Mutantenpha¨notyp kann jedoch durch exogenes
Jasmonat und seinen Vorga¨nger 12-oxo-Phytodienonsa¨ure (OPDA) geheilt werden.
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3. Material und Methoden Teil 1
3.1 Chemikalien, Gera¨te, Medien
Deuteriumoxid Eurisotop
Dinatriumhydrogenphosphat Fluka
Einmalspritzen Inject, B. Braun, 0.01–1 mL, B. Braun
Falcon Falcon Tubes, 50 mL, 15 mL, Carl Roth GmbH
Saugflasche Carl Roth GmbH
Kulturflaschen Erlenmeyerkolben, 100 mL
Lyophylle Christ, Alpha 2-4, LOC-1
Methanol Carl Roth GmbH
Natriumazid Carl Roth GmbH
Natriumchlorid Fisher Scientific
Natriumdihydrogenphosphat Fluka
NMR Spektrometer 600 MHz Avance III, Bruker
NMR Spektrometer 600 MHz Avance I, Bruker
Nutsche Carl Roth GmbH
Parafilm Laboratory film, American National Can
Pasteurpipetten Wilmad Lab Glass
Pflanzenzellkulturmedium Musrashige and skoog salts, pH 5.8
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Pflanzenzellkulturflu¨ssigmedium Hellers
pH-Elektrode WTW SenTix 41
Pinzette Carl Roth GmbH
Pipetten Research® Pipette Eppendorf,
autoclavable HTL
Pipettenspitzen Finnpipette, Rainin, Sarstedt
Probenko¨pfe 600 MHz 1H, 13C, 15N-TCI-Cryo- und
TBI-Probenkopf
Reinstwasseranlage Millipore
Rundfilter Rotilabo®-Rundfilter, Typ 11A
Safe-seal Reagiergefa¨ße 1.5 mL, 2 mL, Sarstedt
Salzsa¨ure 30% Carl Roth GmbH
Schu¨ttler IKA KS 260 basic, Certomat BS-1
IKA Labortechnik Siebgewebe F. Eckert GmbH, PA-150/38, MW 150 µm
Silikonschlauch Lindemann (øaußen = 4 mm), Med. Grade
Spatel Carl Roth GmbH
Standard NMR-Ro¨hrchen Duran, WG-5 mm
Natriumtrimethylsilylpropionat (TSP) Sigma Aldrich, Eurisotop
Vortexer Genie K-550-GE, Bender und Hobein AG
Waagen Sartorius Typ M2P, CP64 und analytic
Zentrifuge 1 Eppendorf centrifuge 5418, 5702, 5702
Betain Sigma Aldrich
Cholinchlorid VWR
Adenosin VWR
Myo-Inositol Carl Roth GmbH
Fumarsa¨ure Sigma Aldrich
A¨pfelsa¨ure Sigma Aldrich
Prolin Sigma Aldrich
Linolensa¨ure Sigma Aldrich
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Trehalose Sigma Aldrich
Eisen(III)citrat Sigma Aldrich
Ammoniumsulfat Carl Roth GmbH
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH
Kaliumnitrat Sigma Aldrich
Kaliumsulfat Carl Roth GmbH
Calciumnitrat Carl Roth GmbH
Magnesiumsulfat Carl Roth GmbH
70%/80%/96% Ethanol Carl Roth GmbH
Flu¨ssigstickstoff Air Liquide
12% Natriumhypochlorid Carl Roth GmbH
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH
Methanol-D4 Eurisotop
Phytoagar Duchefa
Tissue Lyser Quiagen, Retsch
PEG 6000 Carl Roth GmbH
Magenta Box (Reisanzuchtgefa¨ß) Carl Roth GmbH
Reissamen Oryza sativa L ssp. Japonica cv.
Nihonmasari, Wildtyp (WT),
hebiba, cpm2
Sterilbank Hera guard, PTS KG
Wachstumskammer CLF, Plant Climatics, E-30 B, Percival
15 mL, 50 mL Falcon Carl Roth GmbH
2 mL (Safe-Seal-)Tube Sarstedt
2,4-Dichlorphenoxyessigsa¨ure (2,4-D) Fluka
1-Naphthylessigsa¨ure (NAA) Sigma Aldrich
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Tabelle 3.2: Zusammensetzung des Kimura B-Mediums.
Substanz∗ Menge (mg)
Ammoniumsulfat 289.2
Kaliumdihydrogenphosphat 148.8
Kaliumnitrat 111
Kaliumsulfat 95.4
Calciumnitrat 3594
Magnesiumsulfat 395.4
Eisen(III)citrat 45.6
∗Angaben sind bezogen auf einen 6 L-Ansatz.
Tabelle 3.3: Zusammensetzung des Heller-Mediums mit 2,4-D (4.5 µM) und NAA (5.4 µM)
fu¨r 1 L Heller Medium.81
Substanz Menge (mg)
AlCl3 6H2O 0.05
CuSO4 5H2O 0.03
FeCl3 6H2O 1
H3BO3 6.2
KI 0.02
MnSO4 H2O 0.08
NiCl2 6H2O 0.03
ZnSO4 7H2O 1
CaCl2 56.62
KCl 750
MgSO4 121.56
NaNO3 600
NaH2PO4 108.7
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3.2 Tabakflu¨ssigzellkulturen
3.2.1 Probenanzucht von VBI-0 und VBI-3
• In 100 mL Erlenmeyerkolben, welche 30 mL frisches Heller-Medium enthielten, wur-
den nach einer Woche Anzucht 15 mL Zellkultur steril unter einer Reinraumbank
u¨berfu¨hrt. Das Medium enthielt 2,4 D (4.5 µM) und NAA (5.4 µM)
• Dies wurde mit jeweils VBI-0 und VBI-3 Kulturen durchgefu¨hrt, wobei jeweils zwei
unter Weißlichtbedingungen und zwei in Dunkelheit bei 25 ◦C unter konstantem
Schu¨tteln bei 120 rpm inkubiert wurden
• Nach einer Woche wurde jeweils eine Probe geerntet und zur weiteren Anzucht ver-
wendet
• Der Anzucht- und Erntezyklus erfolgte innerhalb von neun Monaten
3.2.2 Probenernte von VBI-0 und VBI-3
• Die Zellkulturen wurden mithilfe einer Nutsche, einem Filterpapier und einer Vaku-
umpumpe abgenutscht
• Anschließend wurde die Zellmasse mithilfe eines Spatels in ein 50 mL Falcon u¨ber-
fu¨hrt und in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren
• Die Lagerung fand in einem −80 ◦C Gefrierschrank bis zur anschließenden Gefrier-
trocknung statt
• Die gefrorene Probe wurde am Lyophilisator gefriergetrocknet und bis zur Abwaage
bei −80 ◦C gelagert
3.2.3 Probenextraktion von VBI-0 und VBI-3
• Die gefriergetrockneten Proben wurden 30 min bei Raumtemperatur aufgetaut. An-
schließend wurden 15 mg in einem 1.5 mL Eppendorftube eingewogen. Die Einwaage
betrug 15 mg ± 0.03 mg
• Der Einwaage wurde 1.5 mL Extraktionsmedium zugegeben und das Eppendorftube
1 min lang mithilfe des Vortexers gemischt (Stufe 7 von 10)
• Die Proben wurden auf 50 ◦C fu¨r 10 min erwa¨rmt, fu¨r 5 min bei 14195 rpm zentrifu-
giert, um danach 600 µL des U¨berstands in ein 5 mm NMR Ro¨hrchen zu u¨berfu¨hren
• Die Proben wurden innerhalb der na¨chsten 12 h mittels NMR Spektroskopie unter-
sucht82
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3.2.4 NMR-Messungen der Metabolite von VBI-0 und VBI-3
Auf 100 mL deuteriertes Methanol wurden 1 mg TSP abgewogen. Methanol und TSP
wurden von Hand geschwenkt und vor Verwendung eine Woche im Dunkeln bei RT stehen
gelassen.
• Fu¨r die Messungen der Metabonomics Daten wurden 1D 1H NOESY und 2D 1H
J-aufgelo¨ste Spektren verwendet
• Die Proben wurden automatisch durch den Macrobefehl “atma“ auf die gewu¨nschte
Sender- und Empfa¨ngerfrequenz eingestellt, bzw. die Einstellung des Schwingkreises
auf die Proben vorgenommen. Der 90◦ Puls wurde ebenfalls automatisch mit dem
Macrobefehl “pulsecal“ bestimmt
• Das NOESY Spektrum wurde mit 32 Scans, 4 Dummy Scans, 65536 Datenpunkten
und einer Empfangssta¨rke (receiver gain = RG) von 90.5 aufgezeichnet. Die Mischzeit
wurde auf 10 ms und die Erholzeit zwischen zwei Scans auf 4 s eingestellt, wobei fu¨r
die Vorsa¨ttigung eine RF-Amplitude von 50 Hz (entsprechend einem 90◦ Puls von
10 ms Dauer) eingestellt wurde. Die Sta¨rken der beiden SMSQ10.100 Gradienten
wurden auf G1 = 50% und G2 = −10% justiert. Fu¨r die Prozessierung wurden
131072 Datenpunkte ohne Apodisierung verwendet
• Das 2D 1H J-aufgelo¨ste Spektrum wurde mit einem Scans, 16 Dummy Scans, 8192 Da-
tenpunkten und einer RG von 90.5 detektiert. Die Mischzeit wurde auf 10 ms und
die Erholzeit zwischen zwei Scans auf 4 s eingestellt, wobei wiederum fu¨r die Vor-
sa¨ttigung eine RF-Amplitude von 50 Hz (entsprechend einem 90◦ Puls von 10 ms
Dauer) verwendet wurde. Die Sta¨rken der beiden SMSQ10.100 Gradienten betrugen
jeweils 10%
Der Cryoprobenkopf reduziert gegenu¨ber einem konventionellen RT-Probenkopf signifikant
die NMR Messzeit, weil dieser eine ho¨here Empfindlichkeit aufweist und so mit vergleich-
bar wenigen Scans gering konzentrierte Metabolite erfassen kann. Dieser Ansatz stu¨tzt
sich auf die Ku¨hlung des Radiofrequenzdetektors und des Vorversta¨rkers auf ca. 20 K. Das
thermische Rauschen wird na¨herungsweise um den Faktor 4 reduziert, welches wiederum
eine 16-fache Reduzierung der Messzeit fu¨r dasselbe Signal-zu-Rausch-Verha¨ltnis ermo¨g-
licht. Der Gewinn an Messzeit ist dabei erheblich, da eine Metabonomics Studie i. d. R.
die Messung von hunderten von Proben abverlangt.1,14,15,83,84
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3.2.5 NMR-Datenanalyse von VBI-0 und VBI-3
Mithilfe des Programms AMIX wurde die Hauptkomponentenanalyse fu¨r die jeweiligen
Fragestellungen und Vergleiche von Datensa¨tzen angewendet. Neben dem prozentualen
Anteil der kumulativen Varianzen bzgl. der Gesamtvarianz wurden auch der Influence-
und der T2-Hotelling Plot zur Analyse der Daten hinzugezogen. Je nach PCA wurde das
Konfidenzlevel (Vertrauensintervall) zwischen 80 und 95% eingestellt. Die Bereiche des
Wasser-, PEG- und Methonalsignals wurden in der Statistik nicht beru¨cksichtigt, da die-
se keinerlei Informationen bzgl. der untersuchten Systeme aufzeigen. Hierfu¨r wurden die
Bereiche um 3.3, 3.6 und 4.8 ppm ausgelassen. Fu¨r die PCA wurde der Bereich von 0 bis
10 ppm verwendet. Falls ein gleichma¨ßiges Bucketing angewendet wurde, ist die Gro¨ße den
Ergebnissen zu entnehmen. Ha¨ufiger wurde die Auswertung jedoch anhand von Mustern
durchgefu¨hrt. Die Muster zu den jeweiligen PCA Plots sowie spezifische Angaben zur Aus-
wertung sind in den Kapiteln 4 und 10 zu finden.
Die Auswertung der Daten erfordert eine zusa¨tzliche Prozessierung, da die Spektren so-
wohl hoch wie auch niedrig konzentrierte Metabolite enthalten. So wu¨rde bei einer Aus-
wertung bzgl. der Varianzen vor allem die Unterschiede hoch konzentrierter Metabolite
vorherrschen. Um niedrig konzentrierte Metabolite sta¨rker zu gewichten, existieren unter-
schiedliche Mo¨glichkeiten. Es kann z. B. jede einzelne Integralregion durch die Varianz der
Integralregion dividiert und damit die Varianz standardisiert werden (univariante Skalie-
rung). Ebenso kann eine logarhythmische Transformation durchgefu¨hrt werden, um die
Daten weiter abzufragen. Am Beispiel des Pareto Scaling wird die Varianz durch die Qua-
dratwurzel der Varianz dividiert. Hier ko¨nnen sowohl hoch wie auch niedrig konzentrierte
Metabolite durch nachfolgende Mustererkennung identifiziert werden. Des Weiteren ko¨n-
nen auch Muster fu¨r gering konzentrierte Metabolite angelegt und fu¨r die Auswertung
verwendet werden.
Der Scores-Plot ist die Auftragung der PCi gegen PCj und zeigt wie die Spektren im
korrespondierenden Subraum beschrieben werden ko¨nnen. Im Scores-Plot wird in dieser
Arbeit ha¨ufig die Sicherheitswahrscheinlichkeit durch den T2-Hotelling Plots mit einem
Zufallsfehlerbereich in % angegeben, wobei die Distanz jedes Spektrums zum Zentrum
des Modellraums entlang der vertikalen Achse angezeigt wird. Diese Achse entspricht der
horizontalen Achse im Influence-Plot, wobei hier gegen die Reihenfolge der Spektren auf-
getragen wird. Proben außerhalb der Sicherheitswahrscheinlichkeit werden als Ausreißer
betrachtet.13 Der Loadings-Plot gibt den Zusammenhang zwischen der Mustertabelle und
der Varianz der entsprechenden Hauptkomponente an. Dadurch kann der Loadings-Plots
fu¨r die Identifikation von potentiellen Biomarkern verwendet werden.13,16
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3.2.6 Spiken der Metabolite von VBI-0 und VBI-3
Bestimmte Resonanzen wurden durch sukzessive Zugabe der jeweiligen Substanz eindeutig
identifiziert. Zusa¨tzlich wurden in dieser Arbeit einzelne Signale ausgewa¨hlt und mit den
Methylgruppen des TSPs als Refenrenzsignal integriert, um anschließend die Konzentra-
tion zu berechnen.
3.3 Salz- und Trockenstress von Reis
3.3.1 Probenanzucht von Reis
Es folgt die Probenanzucht des Experimentators 1:
• sterilisieren der Anzuchtgefa¨ße durch Autoklavieren
• befu¨llen der Anzuchtgefa¨ße mit 150 mL 0.4%igem Phytoagar
• Reissamen entspelzen
• Samen in einem 50 mL Falcon in 30− 40 mL 70%igem EtOH 1 min lang schwenken
• zwei Mal in 30− 40 mL bidestilliertem Wasser waschen
• 35 mL 5%ige Natriumhypochloridlo¨sung dazugeben und 20 min bei 20 rpm schu¨tteln
• fu¨nfmaliges Waschen durch Zugabe von 40 mL autoklaviertem, bidestilliertem Wasser
und nachfolgendem Schwenken unter der Reinraumbank
• die Aussaat erfolgte unter der Sterilbank
• in jedes Aussaatgefa¨ß wurden 20 Samen mit dem Embryo nach oben gesetzt
• die Keimlinge wurden im Anzuchtraum unter Weißlicht bei 24 ◦C gezogen
• nach 12 Wachstumstagen folgte die U¨berfu¨hrung in neue Anzuchtgefa¨ße, indem die
Pflanzen aus dem Agar entfernt wurden. Bescha¨digte oder im Wachstum gehemmte
Pflanzen wurden verworfen
• Kontrollpflanzen wurden fu¨r 48 h in Kimura B-Na¨hrlo¨sung, Salzstresspflanzen fu¨r
48 h in 150 mM NaCl-Kimura B-Na¨hrlo¨sung gesetzt und bei konstanten 25 ◦C in
der Wachstumskammer bei konstantem Weißlicht gezogen
Anmerkungen: Die Wachstumszeit richtet sich nach der Keimlingsentwicklung und wurde
fu¨r jede Experimentreihe eingehalten. Jedoch unterschieden sich die Zeiten im Vergleich
von Experimentator 1 und Experimentator 2.
Es folgt die Probenanzucht des Experimentators 2:
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• sterilisieren der Anzuchtgefa¨ße durch Autoklavieren
• befu¨llen der Anzuchtgefa¨ße mit 150 mL 0.3%igem Phytoagar
• Reissamen entspelzen
• Samen in einem 50 mL Falcon in 35 mL 70%igem EtOH 1min lang schwenken
• zwei Mal in 40 mL autoklaviertem Bidest waschen
• 35 mL 5%ige Natriumhypochloridlo¨sung dazugeben und 20 min bei 20 rpm schu¨tteln
• fu¨nfmaliges Waschen durch Zugabe von 40 mL und nachfolgendem Schwenken
• die Aussaat erfolgte unter der Sterilbank 1. Die Pinzette wurde vor Gebrauch abge-
flammt und anschließend mit 80%igem EtOH bespru¨ht
• in jedes Aussaatgefa¨ß wurden 25 Samen mit dem Embryo nach oben gesetzt
• die Keimlinge wurden im Anzuchtraum unter Weißlicht bei 24 ◦C gezogen
• nach 14 Wachstumstagen folgte die U¨berfu¨hrung in neue Anzuchtgefa¨ße, indem die
Pflanzen aus dem Agar entfernt wurden. Bescha¨digte oder im Wachstum gehemmte
Pflanzen wurden verworfen
• Kontrollpflanzen wurden fu¨r 24 h bzw. 48 h in Kimura B-Na¨hrlo¨sung, Salzstress-
pflanzen fu¨r 24 h bzw. 48 h in 150 mM NaCl-Kimura B-Na¨hrlo¨sung gesetzt und bei
konstanten 25 ◦C in der Wachstumskammer bei konstantem Weißlicht gezogen
• bei Trockenstressproben wurden die Pflanzen nach 14 Wachstumstagen 24 h in einer
10%igen PEG-Kimura B-Lo¨sung angesetzt
Anmerkungen: Die Mutante cpm2 wurde ausschließlich fu¨r das Experiment von 48 h
Salzstress und den jeweiligen Kontrollproben verwendet, da es hier zu Lieferschwierigkei-
ten des Saatguts kam. Die Trockenstressansa¨tze wurden 24 h behandelt, da die Pflanzen
nach einer 48 h Trockenstressbehandlung starke Scha¨den zeigten.
3.3.2 Probenernte von Reis
Die Probenernte wurde von beiden Experimentatoren wie folgt durchgefu¨hrt:
• die Pflanzenernte wurde mo¨glichst zu¨gig durchgefu¨hrt, um eventuelle Stressantwor-
ten zu vermeiden
• die Wurzeln wurden von den Sprossen getrennt und beides anschließend in 15 mL
Falcons, welche mit flu¨ssigem Stickstoff gefu¨llt waren, u¨berfu¨hrt
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• die gefrorenen Proben wurden bei −80 ◦C gelagert und anschließend fu¨nf Tage lang
lyophilisiert
• die Zerkleinerung wurde zuna¨chst mit einer Schere durchgefu¨hrt
• die Teilstu¨cke wurden in ein 2 mL Safe-Lock Tube mit zwei Metallkugeln u¨berfu¨hrt
• die gefrorenen Proben der ersten Anzucht wurden bei Experimentator 1 1–2 min,
bei 20 Hz im Tissue Lyser zerschlagen
• die Proben der Anzucht 2 und 3 von Experimentator 1 wurden 5 min bei 20 Hz im
Tissue Lyser zerschlagen
• die gefrorenen Proben des Experiementators 2 wurden 5 min bei 20 Hz im Tissue
Lyser zerschlagen
• die Wurzelproben wurden 5 min bei 20 Hz im Tissue-Lyser zerschlagen
• das zerkleinerte Material wurde in flu¨ssigen Stickstoff gegeben und 45 min vor der
Abwaage aufgetaut
3.3.3 Probenextraktion von Reis
Die Probenernte wurde von beiden Experimentatoren wie folgt durchgefu¨hrt.
• die Einwaage von 15 mg ± 0.03 mg wurde in 2 mL Eppendorfgefa¨ße abgewogen
• zu diesen Proben wurde 1 mL Extraktionsmedium gegeben
• die Eppendorfgefa¨ße wurden 1 min lang auf dem Vortexer gemischt und anschließend
bei 50 ◦C fu¨r 10 min erwa¨rmt
• die Probe wurde fu¨r 15 min bei 12.500 rpm und 25 ◦C zentrifugiert
• Experimentator 1 zentrifugierte den U¨berstand nochmals fu¨r 15 min bei 12.500 rpm
und 25 ◦C, um alle Schwebteile zu entfernen
• 600 µL des U¨berstands wurden vorsichtig mit einer Pipette in ein 5 mm NMR Ro¨hr-
chen u¨berfu¨hrt und mithilfe der hochauflo¨senden NMR Spektroskopie untersucht
3.3.4 NMR-Messungen von Reis
Die verwendeten NMR-Experimente und die Spektrometereinstellungen sind dem Ab-
schnitt 3.2.4 zu entnehmen. Es erfolgte die gleiche Durchfu¨hrung wie bei der Tabakzell-
kulturstudie.
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3.3.5 NMR-Datenanalyse von Reis
Die verwendete Datenanalyse ist dem Abschnitt 3.2.5 zu entnehmen. Diese wurde unter
den dort angegebenen Schritten und Gesichtspunkten durchgefu¨hrt.
3.3.6 Spiken der Metabolite von Reis
Der Vorgang des Spikens und die Konzentrationsbestimmung bestimmter Metabolite ist
dem Abschnitt 3.2.6 zu entnehmen.
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4. Ergebnisse Metabonomics
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Metabonomics-Studien an den Modellor-
ganismen Reis (Oryza sativa L.) und Tabakzellkulturen (Nicotiana tabacum cv ’Virgina
Bright Italia’, VBI) aufgefu¨hrt. Die Studien beinhalten die Einfu¨hrung der Methode mit
den jeweiligen SOPs (s. Kapitel 3), die U¨berpru¨fung der Reproduzierbarkeit der Daten,
die Klassifizierung der Proben nach Genotyp und Behandlung u¨ber den erhaltenen meta-
bolischen Fingerabdruck, sowie die Identifzierung und Quantifizierung einzelner Metabo-
lite im jeweiligen System. Fu¨r die Analyse der Zusammensetzung von Extrakten mu¨ssen
weder Absolutkonzentrationen, noch die Identita¨t jedes einzelnen Metabolites bestimmt
werden.11 Die erhaltenen Daten und Informationen werden im Kontext der jeweiligen Ex-
perimente und Fragestellungen dargestellt, beschrieben und im Anschluss diskutiert.
4.1 Tabakflu¨ssigzellkulturen
In der vorliegenden Arbeit wurden Tabakzellkulturen fu¨r die gezielte Biosynthese durch
Lichtinduktion verwendet. Tabak stellt eine reiche Quelle an Sekunda¨rmetaboliten, wie
Isoprenoide, Alkaloide, Flavonoide und Anthocyane dar. Viele dieser Substanzen besitzen
eine therapeutische Wirkung auf den Menschen und werden als Pharmazeutika fu¨r schwer-
wiegende Erkrankungen wie Krebs eingesetzt. Die lichtreaktive Tabakzelllinie VBI-3 und
die nicht lichtreaktive Stammlinie VBI-0 wurden fu¨r die folgenden Experimente kultiviert.
Dabei wurde das Augenmerk auf die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und die Stabilita¨t
der Zelllinie gelegt. Im Weiteren wurden beide Zellkulturen jeweils in Dunkelheit und unter
Bestrahlung von weißem Licht angesetzt, sodass ein direkter Vergleich der metabolischen
Fingerabdru¨cke unter den jeweiligen Bedingungen gewa¨hrleistet wurde.44,45,47,62,64,65
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4.1.1 VBI-0 belichtet/unbelichtet und VBI-3 belichtet/unbelichtet
Die Anzucht der Tabakflu¨ssigzellkulturen wurde von drei Personen bzw. die Probenpra¨pa-
ration von zwei Personen durchgefu¨hrt, um die Reproduzierbarkeit der Daten beim Mo-
dellsystem einer Pflanzenflu¨ssigzellkultur zu u¨berpru¨fen (s. Kapitel 3). Gleichzeitig wurde
getestet, ob die SOPs leicht versta¨ndlich und von mehreren Personen akkurat durchgefu¨hrt
werden ko¨nnen. Der Bereich zwischen 0 bis 10 ppm der 101 Spektren ist als U¨bersicht in
Abbildung 4.1 dargestellt. Die jeweiligen belichteten und unbelichteten Kulturen von VBI-0
und VBI-3 wurden farblich unterschieden. Die Proben wurden im Wochenrhythmus sub-
kultiviert und geerntet. Insgesamt wurden von 101 Proben NMR-Spektren aufgenommen,
wobei die jeweiligen Ansa¨tze in Tabelle 4.1 festgehalten wurden.
Abbildung 4.1: In diesem U¨berblick sind die 1D 1H NOESY Spektren der jeweiligen Ver-
suchsreihen dargestellt. Die Spektren der unterschiedlichen Probenansa¨tze
VBI-3 belichtet (schwarz), VBI-3 unbelichtet (blau), VBI-0 belichtet (rot)
und VBI-0 unbelichtet (gru¨n) konnten durch die Extraktion von spezifi-
schen Signalmustern und einer anschließenden PCA differenziert werden.
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In Abbildung 4.2 wurde die Hauptkomponentenanalyse auf der Basis des angelegten Mus-
ters erstellt (s. Abbildung 10.2). Einige Moleku¨le, welche den Signalmustern zugrunde
liegen, werden im Kapitel 4.1.6 identifiziert bzw. quantifiziert. Im Influence-Plot sind die
mo¨glichen Ausreißer mit Angabe des Probenansatzes und der Probennummer gekenn-
zeichnet. Die Darstellung der Gesamtvarianz verdeutlicht, dass mit den ersten drei PCs
die Varianz zu 96.61% angegeben werden kann. Zuletzt wird im Loadings-Plot der Zu-
sammenhang zwischen der Mustertabelle und der gro¨ßten Varianz angezeigt. Es ist zu
erkennen, dass die Bereiche um 1.31, 1.43, 4.33, 6.66 und 7.01 ppm fu¨r die Trennung der
Gruppen ausschlaggebend sind. Des Weiteren konnte das Signal bei 6.7 ppm als Biomarker
fu¨r die VBI-3 Zellkultur in diesem Versuchsaufbau identifiziert werden.
Abbildung 4.2: Auftragung von PC 1 gegen PC 3 der beiden Genotypen VBI-0 und VBI-3,
der in Abbildung 4.1 gezeigten Spektren. VBI-3 unbelichtet (gru¨n), VBI-
3 belichtet (rot), VBI-0 unbelichtet (schwarz) und VBI-0 belichtet (blau)
wurden auf die Gesamtintensita¨t skaliert und die Arealgro¨ße durch die
Musterbreite dividiert. Das Vertrauensintervall des T2 Group Hotellings
betrug 0.9. Es folgt der Influence-Plot, die U¨bersicht der Gesamtvarianz
und der Loadings-Plot. Mo¨gliche Ausreißer von Ansatz 1, 2, 6, 7 und 14
wurden mit der entsprechenden Probennummer gekennzeichnet. Die Dar-
stellung der Gesamtvarianz verdeutlicht, dass mit den ersten drei PCs die
gro¨ßte Varianz zu 96.61% angegeben werden kann. Der Loadings-Plot zeigt,
dass die Bereiche um 1.31, 1.43, 4.33, 6.66 und 7.01 fu¨r die Trennung der
Gruppen ausschlaggebend waren.
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Tabelle 4.1: Probenu¨bersicht der geernteten Zellkulturansa¨tze. Es wurden insgesamt
14 Ansa¨tze durchgefu¨hrt. Einzelne Ansa¨tze konnten nicht ausgewertet wer-
den und wurden nicht in der Tabelle aufgefu¨hrt. Die Anzahl der gemessenen
Proben sind chronologisch aufgelistet. Die Proben entstammen alle einer Aus-
gangskultur, welche zu Beginn von ausplattierten Zellen angesetzt wurde. Die
Kultur war stabil von April bis Dezember 2012. Nach 14 Ansa¨tzen wurde die
Kultivierung abgebrochen. Die Proben wurden je Ansatz zweimal pra¨pariert,
um eventuelle Abweichungen in der Pra¨paration ermitteln zu ko¨nnen.
Ansatz VBI-0unbel. VBI-0bel. VBI-3unbel. VBI-3bel.
1 2 2 2 2
2 2 2 2 2
3 2 2 2 2
4 – 2 2 2
5 3 2 3 3
6 3 – – 2
7 2 2 2 2
8 – 2 2 2
9 2 2 2 2
10 2 1 2 2
11 2 1 2 2
12 2 2 2 2
13 2 – – –
14 3 3 – 3
4.1.2 VBI-0 unbelichtet und VBI-0 belichtet
In Abbildung 4.3 ist die PCA gezeigt, welche eine eindeutige Gruppierung der Zellkultur
VBI-0 in die beiden Versuchsanordnungen mit und ohne Belichtung zeigt. Fu¨r diese PCA
wurde ein entsprechendes Muster angelegt, welches dem Kapitel 10 entnommen werden
kann (s. Abbildung 10.3). Eine weitere Unterscheidung gelingt innerhalb der unbelichteten
VBI-0 Zellkulturen, wobei die Proben den zwei Jahresha¨lften zugeordnet werden ko¨nnen.
In Abbildung 4.3 ist der Influence-Plot, der Hotelings T2-Plot, die Darstellung der Gesamt-
varianz und der Loadings-Plot zu sehen. Im Influence-Plot sind die als mo¨gliche Ausreißer
angegebenen Proben mit Ansatz- und Probennummer versehen. Die Darstellung der Ge-
samtvarianz verdeutlicht, dass mit den ersten beiden PCs die Gesamtvarianz zu 99.54%
angegeben werden kann. Zuletzt wird im Loadings-Plot der Zusammenhang zwischen der
Mustertabelle und der gro¨ßten Varianz angezeigt. Dabei ist zu erkennen, dass die Signale
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bei 1.33 und 7.50 ppm entscheidend fu¨r eine Trennung der Gruppen sind.
Abbildung 4.3: PCA der belichteten (blau) und unbelichteten (schwarz) VBI-0 Zellkultu-
ren. Innerhalb der unbelichteten VBI-0 Proben konnte eine Differenzierung
zwischen der ersten und zweiten Jahresha¨lfte festgestellt werden, wobei
das Vertrauensintervall des T2 Group Hotellings 0.9 betrug. Die Skalie-
rung erfolgte auf die Gesamtintensita¨t bzw. wurde die Arealgro¨ße durch die
Musterbreite dividiert. Weiterhin sind der Influence-Plot, die Darstellung
der Gesamtvarianz und der Loadings-Plot der Zellkultur VBI-0 gezeigt.
Im Influence-Plot sind die als mo¨gliche Ausreißer angegebenen Proben ge-
kennzeichnet. Die Darstellung der Gesamtvarianz verdeutlicht, dass mit
den ersten beiden PCs die gro¨ßte Varianz zu 99.54% angegeben werden
kann. Die Bereiche um 1.33 und 7.50 ppm sind entscheidend fu¨r die Tren-
nung der Gruppen.
4.1.3 VBI-3 unbelichtet und VBI-3 belichtet
Eine eindeutige Gruppierung der Zellkultur VBI-3 ist in der PCA in Abbildung 4.4 visua-
lisiert. Fu¨r diese PCA wurde ein spezifisches Muster erstellt (s. Abbildung 10.4), welches
dem Kapitel 10 entnommen werden kann. Der Influence-Plot, die Darstellung der Gesamt-
varianz und der Loadings-Plot ist in Abbildung 4.4 gezeigt. Mo¨gliche Ausreißer wurden
entsprechend gekennzeichnet. Mit den ersten beiden PCs kann bereits eine Gesamtvarianz
von 99.86% erreicht werden. Im Loadings-Plot ist zu erkennen, dass die Bereiche um 1.32,
7.05 und 7.39 ppm fu¨r die Abgrenzung der Gruppen verantwortlich sind.
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Abbildung 4.4: PC 1 gegen PC 2 der belichteten (blau) und unbelichteten (schwarz) VBI-3
Zellkulturen, wobei das T2 Group Hotelling mit einem Vertrauensintervall
von 0.9 angegeben wurde. Die Skalierung erfolgte zur Gesamtintensita¨t
bzw. wurde die Arealgro¨ße durch die Musterbreite dividiert. Im Influence-
Plot sind die als mo¨gliche Ausreißer angegebenen Proben gekennzeichnet.
Die Gesamtvarianz konnte mit den ersten beiden PCs zu 99.86% angegeben
werden. Die Bereiche um 1.32 und 7.05 und 7.39 ppm sind entscheidend
fu¨r die Trennung der Gruppen.
4.1.4 VBI-0 unbelichtet und VBI-3 unbelichtet
In Abbildung 4.5 ist die Auswertung der beiden, unbelichteten Zellkulturen VBI-3 und
VBI-0 dargestellt, wobei hierfu¨r ein entsprechendes Muster angelegt wurde (s. Abbil-
dung 10.5), welches in Kapitel 10 dokumentiert wurde. Wa¨hrend im Influence-Plot die
mo¨glichen Ausreißer des Modells identifiziert wurden, wurde im Loadings-Plot der Zu-
sammenhang zwischen der Mustertabelle und den gro¨ßten Varianzen bei 1.33, 3.15 und
3.60 ppm angezeigt. Die Gesamtvarianz wird durch PC 1 und PC 2 zu 99.21% erfu¨llt.
4.1.5 VBI-0 belichtet und VBI-3 belichtet
Fu¨r die PCA in Abbildung 4.6 wurde ein spezifische Muster fu¨r die Differenzierung der Zell-
kulturen VBI-3 belichtet und VBI-0 belichtet angelegt (s. Abbildung 10.6). Im Influence-
Plot sind die als mo¨gliche Ausreißer angegebenen Proben mit der Beschriftung der Ansatz-
und Probennummer gekennzeichnet. Die Darstellung der Gesamtvarianz verdeutlicht, dass
mit den ersten beiden PCs die Gesamtvarianz zu 99.75% angegeben werden kann. Zuletzt
wird im Loadings-Plot der Zusammenhang zwischen der Mustertabelle und den gro¨ßten
Varianzen in den Bereichen 3.78, 3.59, 4.05 und 5.39 ppm wiedergegeben.
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Abbildung 4.5: PCA der unbelichteten VBI-3 (blau) und VBI-0 (schwarz) Zellkulturen.
Das Vertrauensintervall des T2 Group Hotellings betrug hierbei 0.9 und
die Skalierung bezog sich auf die Gesamtintensita¨t. Die Arealgro¨ße wurde
durch die Musterbreite dividiert. Gezeigt sind der Influence-Plot, die Dar-
stellung der Gesamtvarianz und der Loadings-Plot. Die Darstellung der
Gesamtvarianz konnte mit den ersten beiden PCs zu 99.86% angegeben
werden. Die ppm-Bereiche um 1.32, 7.05 und 7.39 sind entscheidend fu¨r
die Trennung der Gruppen.
Abbildung 4.6: PC 1 gegen PC 2 der belichteten VBI-3 (blau) und VBI-0 (schwarz) Zell-
kulturen. Das Vertrauensintervall des T2 Group Hotellings wurde auf 0.95
festgesetzt und die Skalierung erfolgte zur Gesamtintensita¨t. Die Arealgro¨-
ße wurde durch die Musterbreite dividiert. Die Gesamtvarianz der ersten
beiden PCs betrug 99.75%. Im Loadings-Plot wird der Zusammenhang
zwischen der Mustertabelle und der gro¨ßten Varianz angezeigt, wobei die
ppm-Bereiche um 1.32, 3.78 und 5.39 entscheidend fu¨r die Separierung der
Gruppen sind.
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4.1.6 Identifizierte Metabolite und Konzentrationen
Mithilfe einer Datenbank wurden die Spektren abgeglichen. Einige der vorgeschlagenen
Substanzen wurden durch gezielte Zugabe in der Probe nachgewiesen. Nachfolgend sind die
Bereiche der Spektren mit den identifizierten Substanzen dargestellt. Von den identifizier-
ten Substanzen konnte α-Linolensa¨ure, Fumarsa¨ure und Malat (A¨pfelsa¨ure) quantifiziert
werden. Weitere Substanzen konnten aufgrund von U¨berlagerungen mit anderen Signalen
nicht genauer untersucht werden. Die Quantifizierung der Fumarsa¨ure zeigte, dass der Fu-
marsa¨uregehalt in der Zellkultur VBI-0 um das 8-fache geringer als bei der Zellkultur VBI-3
war. Zudem wies die Zellkultur VBI-3 einen Anstieg der Fumarsa¨ure nach Belichtung auf.
Bei der Quantifizierung der A¨pfelsa¨ure konnte ein Trend aufgezeigt werden. Der Durch-
schnittsgehalt in der Zellkultur VBI-0 war geringer als in der VBI-3 Zellkultur. Zusa¨tzlich
sank die durchschnittliche A¨pfelsa¨urekonzentration der VBI-0 Kultur bei der Anzucht un-
ter Licht. Die VBI-3 Kultur hingegen wies keinen Anstieg der A¨pfelsa¨urekonzentration
bei belichteten Proben auf. Die Quantifizierung der α-Linolensa¨ure zeigte sowohl zwischen
den beiden Genotypen, als auch zwischen den Kontroll- und Behandlungsproben keinen
Unterschied.
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Abbildung 4.7: α-Linolensa¨ure, Fumarsa¨ure, Betain, Prolin, Myo-Inositol und A¨pfelsa¨u-
re konnten nach erfolgter Zugabe entsprechend in einem 1D 1H NOESY
Spektrum identifiziert werden. Die A¨nderung der chemischen Verschiebung
ergab sich aufgrund der A¨nderung im pH-Wert durch Zugabe der Sa¨ure.
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Abbildung 4.8: Diagramme mit den Ergebnissen zu den quantifizierten Substanzen Fumar-
sa¨ure, A¨pfelsa¨ure und α-Linolensa¨ure.
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4.1.7 Diskussion
4.1.7.1 Ergebnisse der Datenanalyse von VBI
Physiologisch und biochemisch homogene Zellpopulationen sind ein unscha¨tzbares Werk-
zeug fu¨r die Erprobung und Durchfu¨hrung von Metabonomics-Studien mit hohem Pro-
bendurchsatz. Flu¨ssigkulturen von isolierten Zellen aus pflanzlichem Gewebe bieten einen
einfachen experimentellen Zugang und geringen Kostenaufwand.85,86 Aus diesem Grund
wurden fu¨r diese Arbeit Tabakzellkulturen verwendet, um die Durchfu¨hrbarkeit der Meta-
bonomics-Studie und die Stabilita¨t der Zellkulturen in Bezug auf die Langlebigkeit der
Zellen im Anzuchtrhythmus zu untersuchen. Die Erstellung von metabolischen Fingerab-
dru¨cken mithilfe der hochauflo¨senden NMR-Spektroskopie fu¨hrte zu einer Charakterisie-
rung der Proben. U¨ber die Hauptkomponentenanalyse wurden zum einen Signalmuster
von Biomarkern identifiziert und den jeweiligen Genotypen und Behandlungen zugeord-
net. Zum anderen wurden einige Metabolite bestimmt, wobei auch Moleku¨le analysiert
wurden, welche fu¨r den Kontext des verwendeten Modells interessant sein ko¨nnten.
Um eine vergleichsweise ho¨here Probenanzahl zu erhalten, wurde die Zyklusla¨nge der Zell-
kulturen von urspru¨nglich drei Wochen auf eine Woche reduziert. Vorab wurden Testdurch-
la¨ufe angesetzt, um die Kulturbedingungen und SOPs auf Durchfu¨hrbarkeit zu u¨berpru¨fen
bzw. um entsprechende A¨nderungen vornehmen zu ko¨nnen. Hierbei zeigte sich, dass die
Anzucht der VBI-Zellkulturen stabil in einem Wochenzyklus durchgefu¨hrt werden konnte.
Aus den PCA-Plots ist zu entnehmen, dass die Kulturen bis Ende der Studie (insgesamt
neun Monate) stabil waren, da keine signifikanten Vera¨nderungen im Bezug auf die Dau-
er der Zellkulturanzucht beobachtet wurden. Lediglich die unbelichtete VBI-0 Zellkultur
zeigte eine Gruppierung in die 1. und 2. Jahresha¨lfte, wobei die Varianzen im Vergleich
zu denen der Gruppierung der Genotypen und Behandlungen gering waren. Die Ursache
hierfu¨r konnte nicht ermittelt werden.
Durch die PCAs konnten Varianzen im Metabolitenmuster der Spektren visualisiert wer-
den, welche eine eindeutige Zuordnung der Gruppen sowohl in Genotyp, als auch in Be-
handlung gewa¨hrleisteten. U¨ber die Auswertung der aufgenommenen Spektren konnten
Muster von Biomarkern und teilweise Metabolite wie A¨pfelsa¨ure identifiziert bzw. quanti-
fiziert werden.
Obwohl die Anzucht, Ernte und Messung der biologischen Proben durch mehrere Expe-
rimentatoren durchgefu¨hrt wurde, wurden die SOPs strikt eingehalten, sodass Varianzen,
welche die Zuordnung in Genotyp oder Behandlung u¨berlagerten, nicht festgestellt werden
konnten.
65
66 4. Ergebnisse Metabonomics
Die Zelllinie VBI-0 stammt aus dem Gewebe des Parenchyms der Tabaklinie (Nicotiana
tabacum cv ’Virgina Bright Italia’, VBI) und besitzt damit die Fa¨higkeit zur Bildung von
Zellfa¨den. Dies setzt grundlegende Eigenschaften zur Differenzierung voraus und kann so-
wohl fu¨r die Anwendung im Bereich des Metabolic Engineering, als auch fu¨r zellbiologische
Analysen herangezogen werden.65,87 Das Metabolic Engineering dient zur Gewinnung von
biologisch aktiven Substanzen z. B. aus geeigneten Zellkulturen im gro¨ßeren Maßstab.87
4.1.7.2 Identifizierung einzelner Metabolite und Biomarker
Fu¨r die Trennung der vier Gruppen (VBI-0 (un)belichtet, VBI-3 (un)belichtet) sind u. a.
die Bereiche um 1.31, 1.43, 4.3, 6.66, 7 sowie 7.5 ppm in den Loadings-Plot angegeben.
Hierbei wurde um 6.66 ppm Fumarsa¨ure als Metabolit identifiziert, wobei ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Fumarsa¨ure, dem Genotyp und der Behandlung
gefunden wurde. Wa¨hrend der Genotyp VBI-3 diese Substanz in einer Durchschnittskon-
zentration von 0.7−0.9 µg/mL enthielt, lag der durchschnittliche Wert des Genotyps VBI-0
unter 0.1 µg/mL. Durch die Belichtung der Zellkulturen von VBI-3 war die durchschnittli-
che Fumarsa¨urekonzentration ho¨her (0.9 µg/mL) als bei der Kontrollgruppe (0.7 µg/mL).
In diesem Zusammenhang stellt Fumarsa¨ure einen Biomarker fu¨r die Zellkultur VBI-3, so-
wie einen Biomarker fu¨r die Belichtung unter den gegebenen experimentellen Bedingungen
dar. Weiterhin konnte A¨pfelsa¨ure dem NMR-Signal bei 4.25 ppm zugeordnet werden, wo-
bei VBI-0 durchschnittlich weniger A¨pfelsa¨ure (17−20 µg/mL) als VBI-3 (25−26 µg/mL)
enthielt.
Um den Bereich bei 1.3 ppm konnte α-Linolensa¨ure nach Zugabe einer definierten Re-
ferenzmenge identifiziert werden. Weder bei den Genotypen noch bei den Kontroll- und
Behandlungsproben konnte eine eindeutige Vera¨nderung des α-Linolensa¨uregehaltes fest-
gestellt werden. Es kann daher festgehalten werden, dass α-Linolensa¨ure nicht ausschlag-
gebend fu¨r die Unterscheidung der Genotypen ist.
Die zusa¨tzlichen NMR-Signale bei 1.31, 1.43, 4.3, 7 und 7.5 ppm waren soweit von Fremd-
signalen u¨berlagert, dass es sich empfiehlt, vor einer analytischen Messung eine Aufreini-
gung der Extrakte durchzufu¨hren. Zur anschließenden Strukturbestimmung ist neben 1D
1H NOESY oder J RES Experimenten, auch der Einsatz von COSY, TOCSY oder HSQC
Pulssequenzen denkbar.
Im Vergleich zwischen der Zelllinie VBI-0 und VBI-3 konnte festgehalten werden, dass bei
beiden Behandlungsmethoden Fumarsa¨ure eine wichtige Rolle im Metabolismus einwo¨chi-
ger Zellkulturen einnimmt. Der Unterschied beider Zellkulturen ist, dass allein VBI-3 bei
Belichtung die Fa¨higkeit zur Entwicklung chlorophyllhaltiger Plastide besitzt. Die ho¨here
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Fumarsa¨urekonzentration in VBI-3 vor und nach einer Belichtung steht demnach im Zu-
sammenhang mit der Fa¨higkeit, diese Plastide ausbilden zu ko¨nnen. Die einzelnen Aspekte
der Fumarsa¨ure auch in Bezug auf den genetischen Hintergrund mu¨ssen im Einzelnen noch
gekla¨rt werden.
Literaturbekannt ist jedoch, dass Fumarsa¨ure eine entscheidende Rolle hinsichtlich der
Energiegewinnung und des strukturellen Aufbaus in C3-Pflanzen wie Arabidopsis thalia-
na einnimmt. Die Forschung zu Photoassimilaten in C3-Pflanzen beschra¨nkte sich jedoch
ha¨ufig auf die mengenma¨ßig am meisten vorkommenden Moleku¨le wie Zucker oder Sta¨r-
ke. Neben diesen ist mittlerweile auch das Interesse an organischen Sa¨uren bzw. deren
Rolle im Zusammenhang mit der Photosynthese gestiegen.88–90 Organische Sa¨uren wie
Fumarsa¨ure oder auch A¨pfelsa¨ure sind nicht mehr nur als Zwischenprodukte des Citrat-
zyklus anzusehen, sondern werden auch als Schlu¨sselkomponenten zur Bewa¨ltigung von
Na¨hrstoffmangel, der pH-Wert-Regulation oder zur Interaktion mit Mikroben im Boden-
Wurzelbereich gehandelt.91
Die Zusammensetzung von organischen Sa¨uren in C3-Pflanzen variiert abha¨ngig von Art,
Pflanzenalter und untersuchtem Gewebe. Arabidopsis thaliana entha¨lt z. B. signifikante
Mengen an Fumarsa¨ure, wobei die Konzentration mit dem Pflanzenalter und der Lichtin-
tensita¨t steigt. Sie ist in allen photosynthetisch aktiven Organen und damit nicht in Wur-
zeln und Samen zu finden.88,92,93 Dies spricht dafu¨r, dass in Arabidopsis thaliana das
Vorkommen der Fumarsa¨ure an die Photosynthese gekoppelt ist.88
Verschiedene Untersuchungen zur Rolle von Fumarsa¨ure und A¨pfelsa¨ure in Arabidopsis
thaliana ergaben, dass die Konzentration im Tagesrhythmus der von Sta¨rke und Sucrose
a¨hnelt. Der Anstieg am Tag bzw. Abfall in der Nacht legt nahe, dass diese Substanzen
als Kohlenstoffspeicher dienen.94 Es konnte festgestellt werden, dass an kurzen Tagen die
Bildung von Sta¨rke sta¨rker ausgepra¨gt ist als an langen Tagen und dass je la¨nger die
Na¨chte andauerten, desto gro¨ßer der Anteil an gespeicherter Sta¨rke, Fumarat und Malat
war.88,91,95,96
Fumarsa¨ure ist jedoch im Vergleich zu A¨pfelsa¨ure nur in wenige, metabolische Prozesse
involviert und besitzt einen niedrigerer pKa-Wert, d. h., dass ihre Rolle als voru¨berge-
hender Kohlenstoffspeicher und pH-Wert-Regulator wahrscheinlich ausgepra¨gter als bei
A¨pfelsa¨ure ist.90,96 In Bezug auf die Tabakzellkultur VBI-3 bdeutet dies, dass die hohen
Konzentrationen an Fumarsa¨ure und A¨pfelsa¨ure im Zusammenhang mit der Fa¨higkeit zur
Photosynthese und dem Vorhandensein chlorophyllhaltiger Plastide steht. In einer weiteren
Arbeit konnte bei Arabidopsis thaliana gezeigt werden, dass zwei Fumarasegene in dieser
existieren. Eine Fumarase ist vermutlich in den Mitochondrien, die andere im Cytosol loka-
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lisiert. Die mitochondriale Fumarase ist existentiell wa¨hrend Mutanten ohne cytosolische
u¨berlebensfa¨hig sind. In Bezug auf VBI bedeutet dies, dass auch die chlorophyllhaltigen
Plastide einen Einfluss auf die vermehrte Synthese von Fumarsa¨ure und A¨pfelsa¨ure aus-
u¨ben. Die Frage ist nun, ob es bei VBI-3 im Gegensatz zu VBI-0 eine weitere Fumarase
existiert und, ob VBI-0 a¨hnlich zu den Arabidopsis thaliana-Mutanten eine Kohlenstoffhun-
gerstoffwechsel aufweist. Dieser Kohlenstoffhungertyp entsteht bei Tageszyklen mit langen
Na¨chten und kurzen Tagen, einhergehend mit geringen Konzentrationen an Fumar- und
A¨pfelsa¨ure. Dies stu¨tzt die These, dass A¨pfelsa¨ure und Fumarsa¨ure essentielle, voru¨berge-
hende Kohlenstoffspeichermoleku¨le in C3-Pflanzen wie Arabidopsis thaliana bzw. in VBI-3
Zellkulturen sind.90,95
Das Projekt wurde in Kooperation mit Prof. Dr. Peter Nick und Sabine Purper durchge-
fu¨hrt. Diese Arbeit wurde noch nicht vero¨ffentlicht.
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4.2 Reis
In den folgenden Experimenten wurden Reiskeimlinge (Oryza sativa L. cv Nihonmasari,
WT, hebiba und cpm2 ) verschiedenen, zeitlichen Salz- und Trockenstressbedingungen aus-
gesetzt. Zu jeder Stressbehandlung wurde der jeweilige Kontrollansatz durchgefu¨hrt. Die
erste Salzstressdauer betrug 48 h, die zweite 24 h. Das Trockenstressexperiment konnte le-
diglich 24 h durchgefu¨hrt werden, da die Pflanzen bei la¨ngerer Einwirkzeit starke Scha¨den
zeigten. Die 48 h Proben wurden in vier Ansa¨tzen durch Experimentator 1 und 2 durchge-
fu¨hrt. Die Ergebnisse zu den 24 h Salz- und Trockenstressproben werden im Abschnitt 4.2.2
behandelt. Im Abschnitt 4.2.3 werden die Ergebnisse beider Salzstressbehandlungsla¨ngen
im Vergleich dargestellt. Fu¨r die 48 h Ansa¨tze konnten sowohl WT-Keimlinge als auch die
beiden Mutanten verwendet werden. Fu¨r die Versuche der 24 h Salz- und Trockenstress-
proben konnte lediglich die Anzucht der WT- und hebiba Keimlinge durchgefu¨hrt werden,
da es bei den cpm2 Samen zu Lieferengpa¨ssen kam. Die Proben wurden, je nach gewon-
nener Menge an Pflanzenmaterial ein- bis dreimal pro Ansatz pra¨pariert, um eventuelle
Abweichungen in der Probenpra¨paration ermitteln zu ko¨nnen.
4.2.1 48 h Salzbehandlung
In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse beider Experimentatoren der 48 h Salzstressbe-
handlung mit den jeweiligen Kontrollansa¨tzen dargestellt und besprochen. Experimenta-
tor 1 pra¨parierte drei Ansa¨tze, Experimentator 2 einen Ansatz. Mithilfe des Ansatzes von
Experimentator 2 konnten die Ergebnisse des ersten Experimentators verifiziert werden.
Ziel des 48 h Salzstressexperiments war zum einen die U¨berpru¨fung der Gruppierung durch
die Hauptkomponentenanalyse in Behandlungs-, Kontrollproben und der Genotypen und
damit einhergehend die Analyse der Signalmuster. Die Auswirkung der Salzstressbehand-
lung auf das Vorkommen bestimmter Metabolite sollte untersucht und im Hinblick auf die
bessere Salztoleranz der Mutanten eingeordnet werden.97 Es wurde zur getrennten Analyse
die Sprossachse von der Wurzelmasse separiert und jeweils ausgewertet. Bei der Auswer-
tung stand die Hauptkomponentenanaylse, das Identifizieren spezifischer Metabolite und
eine Konzenrationsbestimmung im Mittelpunkt.
Zuna¨chst werden zur Einfu¨hrung alle Spektren der aus den Sprossachsen gewonnenen Ex-
trakte im U¨berblick (s. Abbildung 4.9) dargestellt, bevor die einzelnen Ergebnisse der 48 h
Salzbehandlung im Detail betrachtet werden.
Im U¨berblick ist der Bereich zwischen 0 und 10 ppm dargestellt, wobei die Kontroll- und
Salzproben dreier verschiedener Genotypen (WT, cpm2, hebiba) miteinander gezeigt wer-
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den.
Abbildung 4.9: Darstellung der 53 Spektren von Kontroll- (schwarz) und Salzproben (blau)
der Sprossachse, wobei vier Versuchsreihen, von denen drei von Experimen-
tator 1 und eine von Experimentator 2 durchgefu¨hrt wurden.
Fu¨r die Auswertung der Spektren der Sprossachsen aus Abbildung 4.9 wurde eine Haupt-
komponentenanalyse (PCA) auf der Basis eines angelegten Musters erstellt. Im Folgenden
sollen die Ergebnisse der Sprossachsenextraktion dargestellt werden. In den Abbildun-
gen 4.10 und 4.11 ist das Muster zu sehen, welches der Erstellung der PCA zugrunde lag.
Hierbei wurden zum besseren Versta¨ndnis in Abbildung 4.10 die Region von 6 bis 8.5 ppm,
in Abbildung 4.11 hingegen die Region von 1.5 bis 4.0 ppm u¨ber rotunterlegte Bereiche
hervorgehoben.
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Abbildung 4.10: Darstellung des spezifischen Signalmusters im Bereich von 6.0 bis 8.5 ppm,
zur Auswertung der Daten aus den 48 h Salzstressexperimenten mittels
PCA. Die Musterbereich sind rot unterlegt
In Abbildung 4.12 ist die PCA, der Influence-Plot, die Darstellung der Gesamtvarianz
und der Loadings-Plot der 48 h Salzstress- und Kontrollproben der Sprossachsen gezeigt.
Aufgrund des signifikanten Signalmusters, welches durch eine Salzbehandlung hervorge-
rufen wurde, konnte eine eindeutige Unterscheidung zwischen behandelten und unbehan-
delten Proben durchgefu¨hrt werden. Lediglich eine WT Kontrollprobe lag außerhalb des
vorgegebenen Konfidenzlevels. Im Influence-Plot sind die als mo¨gliche Ausreißer ange-
gebenen cpm2 Proben des 2. Experimentators gezeigt. Diese Proben konnten ebenfalls
in Salzstress- bzw. Kontrollproben eingeteilt werden. Die Darstellung der Gesamtvarianz
verdeutlicht, dass mit den ersten beiden PCs die Varianz zu 99.36% angegeben werden
kann. Im Loadings-Plot ist zu erkennen, dass die Bereiche um 1.8, 1.7, 3.9 und 7.3 ppm fu¨r
die Trennung der Gruppen in Salzstress- und Kontrollproben ausschlaggebend sind. Des
Weiteren konnten im Verlauf der Auswertung die beiden Singuletts im Bereich um 8.17
und 8.30 ppm als eindeutiges Indiz fu¨r eine Salzbehandlung und damit als Biomarker-
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Abbildung 4.11: Darstellung des spezifischen Signalmusters im Bereich von 1.5 bis 4.0 ppm
zur Auswertung der Daten aus den 48 h Salzstressexperimenten. Die ent-
sprechenden Bereiche sind rot hinterlegt.
Muster identifiziert werden. Im Abschnitt 4.2.4 wurden die spezifischen Signale nach einer
Salzbehandlung mit einer Datenbank abgeglichen und einige der Substanzen durch Spiken
identifiziert.
In Abbildung 4.13 ist die PCA, der Influence-Plot, die Darstellung der Gesamtvarianz und
der Loadings-Plot dargestellt. Es wurden 27 Spektren der 48 h salzbehandelten Keimlinge
ausgewertet, wobei hier die Extrakte der Sprossache untersucht wurden. Es konnte die
Gruppierung der Genotypen nach der Salzbehandlung festgestellt werden. Fu¨r die PCA
wurde ein Muster (s. Abbildung 10.7) angelegt, welches dem Kapitel 10 zu entnehmen ist.
Eine deutliche Unterscheidung gelingt zwischen WT und hebiba, wobei die Gruppierung der
cpm2 dazwischen liegt. Im Influence-Plot sind eine cpm2 Probe sowie zwei hebiba Proben
als mo¨gliche Ausreißer gekennzeichnet. Mit den ersten drei PCs kann die Gesamtvarianz
zu 96.66% angegeben werden. Im Loadings-Plot ist zu erkennen, dass die ppm-Bereiche
um 0.97, 1.31 und 2.97 entscheidend fu¨r die Separation der Genotypen sind.
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Abbildung 4.12: PC 1 gegen PC 2 der in Abbildung 4.9 gezeigten 53 Spektren der Salz-
(blau) und Kontrollproben (schwarz). Das Vertrauensintervall des T2
Group Hotellings betrug 0.9, die Skalierung erfolgte zur Gesamtintensita¨t
und die Arealgro¨ße wurde durch die Musterbreite dividiert. Im Influence-
Plot sind die mo¨glichen Ausreißer von cpm2 gekennzeichnet. Die Gesamt-
varianz kann mit den ersten beiden PCs zu 98.23% angegeben werden
kann. Im Loadings-Plot wird der Zusammenhang zwischen der Muster-
tabelle und der gro¨ßten Varianz angezeigt, wobei das Muster nur wenige
Bereiche beinhaltet (s. Abbildung 4.10 und 4.11).
Abbildung 4.13: PC 1 gegen PC 2 der in Abbildung 4.9 gezeigten 27 Spektren der salz-
behandelten hebiba (blau), cpm2 (gru¨n) und WT (schwarz) Proben. Das
Vertrauensintervall des T2 Hotelling-Plots betrug 0.8. Die Skalierung be-
zog sich auf die Gesamtintensita¨t und die Arealgro¨ße wurde durch die
Musterbreite geteilt. Im Influence-Plot sind die als mo¨gliche Ausreißer der
cpm2 Proben gekennzeichnet. Die gezeigte Gesamtvarianz verdeutlicht,
dass mit den ersten drei PCs die gro¨ßte Varianz zu 96.66% angegeben
werden kann.
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4.2.1.1 Experimentreihe 1
Die Anzucht der Experimentreihe 1 wurde mit drei Ansa¨tzen von Experimentator 1 durch-
gefu¨hrt (s. Tabelle 4.2 und 4.3). Sowohl die Extrakte der Sprossachsen als auch der Wurzeln
wurden ausgewertet. Ha¨ufig war nach der Anzucht die Menge an Pflanzenmaterial zu ge-
ring, sodass Triplikate nur insgesamt zweimal durchgefu¨hrt werden konnten.
Die Ergebnisse der Salzbehandlung der ersten Experimentreihe mit jeweils drei Ansa¨tzen
der geernteten Sprossachsen sind in der PCA in Abbildung 4.14 dargestellt, wobei die
17 Salzbehandlungsproben fu¨r die Auswertung aus Tabelle 4.2 verwendet wurden. Das
entsprechende Muster ist Kapitel 10 zu entnehmen (s. Abbildung 10.3). WT, cpm2 und
hebiba Proben wurden in einer PCA gegeneinander aufgetragen, wobei durch Separation
zwar die Gruppen zwischen WT und hebiba getrennt, jedoch eine U¨berschneidung zwi-
schen cpm2 und hebiba Proben zu erkennen ist. In Abbildung 4.14 ist der Influence-Plot,
die Darstellung der Gesamtvarianz und des Loadings-Plot zu sehen. Im Influence-Plot la-
gen alle Proben im Modellbereich. Die Gesamtvarianz der verwendeten Proben lag bei
98.23%. Der Loadings-Plot zeigte bei 0.97, 1.31, 2.80 und 2.97 ppm die fu¨r die Trennung
der Gruppen entscheidenden Bereiche.
Abbildung 4.14: PC 1 gegen PC 2 der in Tabelle 4.2 aufgelisteten 17 Salzproben von WT
(blau), cpm2 (gru¨n) und hebiba (schwarz). Das Konfidenzlevel betrug 0.8.
Bei dieser PCA wurden die Buckets auf die Gesamtintensita¨t skaliert und
durch die Musterbreite dividiert. Im Influence-Plot sind keine Ausreißer
vorhanden und die Gesamtvarianz lag bei 98.23%.
Im folgenden sollen die Ergebnisse der Extrakte aus dem gewonnenen Wurzelmaterial dar-
gestellt werden. In der Tabelle 4.3 ist eine U¨bersicht u¨ber die geernteten und pra¨parierten
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Abbildung 4.15: Darstellung der 19 Spektren der Wurzelextrakte, wobei die Kontrollpro-
ben (schwarz) und die Salzproben (blau) farblich unterschieden wurden.
Es handelt sich um Spektren von drei Versuchsansa¨tzen des ersten Ex-
perimentators (s. Tabelle 4.3). Die Versuchsreihen wurden mit drei ver-
schiedenen Genotypen durchgefu¨hrt, welche jedoch der U¨bersichtlichkeit
halber nicht farblich hervorgehoben wurden.
Proben aufgelistet. Im Vergleich zu den Sprossachsen konnte weniger Masse gewonnen wer-
den. Die in Abbildung 4.15 gezeigte U¨bersicht der Wurzelspektren verdeutlicht, dass keine
signifikanten Mustera¨nderungen zwischen Salzbehandlung und Kontrolle bzw. zwischen
den Genotypen zu erkennen sind. Lediglich eine minimale Signalverschiebung ist bei den
salzbehandelten Proben festzustellen. Diese Signalverschiebung fu¨hrt zu einer Gruppierung
in der in Abbildung 4.16 gezeigten PCA, wobei eine Bucketweite von 0.05 ppm verwen-
det wurde. Aufgrund des nicht feststellbaren Unterschieds im Signalmuster, konnten keine
spezifischen Metabolite als Indikatoren fu¨r einen Salzstress anhand des Wurzelextrakts
identifiziert werden. Bei dem Ausreißer handelt es sich um eine WT Probe nach Salzbe-
handlung. Die entsprechenden Plots zur Hauptkomponentenanalyse sind dem Kapitel 10
zu entnehmen.
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Abbildung 4.16: PC 1 gegen PC 3 der in Abbildung 4.15 gezeigten 19 Spektren der Wurzel-
extrakte der Salz- (blau) und Kontrollproben (schwarz). Die Bucketbreite
betra¨gt 0.05 ppm, wobei das Wassersignal sowie das Methanolsignal aus-
geschlossen wurden. Der Ausreißer im Kontrollbereich ist eine WT Probe.
4.2.1.2 Experimentreihe 2
Die Ansa¨tze der 2. Experimentreihe wurden von Experimentator 2 durchgefu¨hrt. Bei den
Sprossachsenextrakten konnten ein Kontroll- bzw. Salzstressansatz untersucht werden. Da-
her werden die Ergebnisse dieses Ansatzes im allgemeinen Teil der 48 h Salzbehandlung
dargestellt und dienten der Verifizierung der Ergebnisse von Experimentator 1. Aus Mangel
an gewonnener Wurzelmasse konnte hier keine Auswertung durchgefu¨hrt werden.
4.2.2 24 h Salz- und Trockenstressbehandlung
In diesem Abschnitt wird die Auswertung der 24 h Salz- und Trockenstressproben darge-
stellt und beschrieben. Sowohl die Extrakte der Sprossachsen als auch der Wurzeln wurden
ausgewertet. Die Anzucht der 24 h Salz- und Kontrollproben konnte mit bis zu drei, die
PEG Versuche mit zwei Ansa¨tzen durchgefu¨hrt werden (s. Tabelle 4.4). Hierbei wurden
die beiden Genotypen WT und hebiba nach der entsprechenden Standardarbeitsanwei-
sung pra¨pariert (s. Kapitel 3). Nach der Anzucht war die Menge an Pflanzenmaterial der
Sprossachse in manchen Fa¨llen zu gering, sodass Triplikate insgesamt nur zweimal durch-
gefu¨hrt werden konnten.
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Tabelle 4.2: Probenu¨bersicht der 1. Experimentreihe der geernteten Sprossachsen. Die Be-
handlung fand 48 h in Kimura B-Medium mit einer Salzkonzentration von
150 mM NaCl statt.
Ansatz Kontrollprobe(n) Salzprobe(n)
hebiba 1 3 2
2 2 2
3 1 2
cpm2 1 1 2
2 2 2
3 3 1
WT 1 2 2
2 1 2
3 2 2
In Abbildung 4.17 ist die PCA der in Tabelle 4.4 benannten Probenansa¨tze gezeigt. Sie
beinhaltet die Sprossachsenproben der 24 h Salzbehandlung, den Trockenstressansatz mit-
tels PEG und den Kontrollansatz. Das fu¨r diese PCA verwendete Muster ist dem Kapitel 10
zu entnehmen (s. Abbildung 10.4). Aufgrund des Signalmusters, welches durch eine Salz-
behandlung bzw. durch Trockenstress hervorgerufen wurde, konnte eine Unterscheidung
zwischen behandelten und unbehandelten Proben getroffen werden. Die Salzstressproben
konnten von den Kontrollproben ebenso separiert werden wie die PEG- von den Salzstress-
proben. Bei den Gruppierungen der PEG Proben jedoch fand eine U¨berlagerung mit den
Kontrollproben statt. Die Moleku¨le, welche den Signalmustern zugrunde liegen, wurden
im Abschnitt 4.2.4 weiter untersucht und falls mo¨glich identifiziert bzw. quantifiziert.
In Abbildung 4.17 ist der Influence-Plot, die Darstellung der Gesamtvarianz und der
Loadings-Plot dargestellt. Im Influence-Plot sind die als mo¨gliche Ausreißer angegebenen
Proben gekennzeichnet, wobei es sich um eine WT Kontrollprobe und zwei hebiba Salz-
stressproben handelt. Die Darstellung der Gesamtvarianz verdeutlicht, dass mit den ersten
beiden PCs die Varianz zu 99.89% angegeben werden kann. Die Bereiche um 1.32, 7.30,
8.17 und 8.30 ppm sind fu¨r die Trennung der behandelten und unbehandelten Proben
verantwortlich. Eine Separation in die zwei Genotypen konnte jedoch weder durch ein
Bucketing, noch durch das Anlegen eines Musters durchgefu¨hrt werden.
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Tabelle 4.3: Probenu¨bersicht der 1. experimentellen Reihe der geernteten Wurzeln. Die
Behandlung fand 48 h in Kimura B-Medium mit einer Salzkonzentration von
150 mM NaCl statt.
Ansatz Kontrollprobe(n) Salzprobe(n)
hebiba 1 1 1
2 1 1
3 1 1
cpm2 1 1 1
2 1 1
3 1 1
WT 1 2 1
2 1 1
3 1 1
Im folgenden werden die Ergebnisse der Wurzelextrakte dargestellt und beschrieben. Zu-
na¨chst erfolgt die U¨bersicht u¨ber Proben der Reiswurzeln in Tabelle 4.5.
Die Spektren der Wurzelextrakte in Abbildung 4.18 zeigen keine spezifischen Unterschiede
zwischen Salzbehandlung, PEG-Behandlung und Kontrolle. Demnach konnten keine signi-
fikanten Signalmuster im Bezug auf die Behandlung oder den Genotyp identifiziert werden.
Eine Trennung der Ansa¨tze in Bezug auf die Behandlung konnte weder durch eine PCA
mit Bucketing, noch durch eine Erstellung eines Musters erreicht werden.
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Tabelle 4.4: Probenu¨bersicht der 24 h Salz- und Trockenstressproben sowie der Kontrolle
(Sprossachse). Die Behandlung fand mit Kimura B-Medium mit einer Salz-
konzentration von 150 mM bzw. mit einer 10%igen PEG-Lo¨sung statt.
Ansatz Kontrollprobe(n) Salzprobe(n) PEG
hebiba 1 2 2 2
2 – 1 –
3 1 1 1
WT 1 2 2 2
2 3 1 3
3 1 2 –
Tabelle 4.5: Probenu¨bersicht der 24 h Salz-, Trockenstressproben sowie der Kontrollproben
der Wurzelextrakte 48 h nach einer Behandlung mit Kimura B-Medium mit
einer Salzkonzentration von 150 mM bzw. einer 10%igen PEG-Lo¨sung.
Ansatz Kontrolle Salzbehandlung PEG
hebiba 1 – 1 2
2 2 1 1
3 1 1 –
WT 1 – 1 3
2 1 2 3
3 1 – –
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Abbildung 4.17: Gezeigt ist die PCA der in der Tabelle 4.4 aufgelisteten 26 Spektren der
Sprossachsenextrakte der Salz- (blau), der PEG (rot) und der Kontroll-
proben (schwarz). Es erfolgte eine Skalierung zur Gesamtintensita¨t. Das
Vertrauensintervall des T2 Hotelling-Plot betrug 0.78 und die Gesamtva-
rianz der ersten beiden PCs lag bei 99.98%. Im Loadings Plot wird der
Zusammenhang zwischen der Mustertabelle und der gro¨ßten Varianz an-
gezeigt, wobei durch das verwendete Signalmuster nur wenige Bereiche zu
sehen sind. Fu¨r die Trennung der Gruppen sind vor allem die Bereiche
um 7.33 und 1.32 ppm verantwortlich.
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Abbildung 4.18: Gezeigt ist die U¨bersicht der 20 Spektren der 24 h Salzstress-(blau), PEG-
(schwarz) und Kontrollproben (rot) der Wurzelextrakte.
81
82 4. Ergebnisse Metabonomics
4.2.3 24 h und 48 h Behandlungsdauer im Vergleich
In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der beiden unterschiedlich langen Salzbehand-
lungsexperimenten verglichen. Es werden nur die Spektren der Sprossachse fu¨r die Aus-
wertung verwendet, da die vorherige Betrachtung der Wurzelextrakte in Abschnitt 4.2.1
und 4.2.2 keine signifikanten Signalmuster in den Wurzelextrakten ergaben. Da bei den
24 h Salzstressexperimenten keine cpm2 Samen verwendet werden konnten, wurden fu¨r
die Gegenu¨berstellung der Ergebnisse nur WT- und hebiba Proben ausgewertet. Im Fol-
genden wurden insgesamt 56 Spektren fu¨r die beiden zeitlich unterschiedlichen Salzstress-
behandlungen verglichen. Die Proben konnten mithilfe der Hauptkomponentenanalyse (s.
Abbildung 4.19) gruppiert bzw. aufgrund eines unterschiedlichen Signalmusters separiert
werden. Sowohl die 24 h und 48 h Kontrollgruppe, als auch die beiden Salzstressgruppen
konnten trotz teilweiser U¨berlagerung jeweils voneinander getrennt werden. Die Moleku¨le,
welche den Signalmustern zugrunde lagen, konnten im Abschnitt 4.2.4 teilweise identifiziert
bzw. quantifiziert werden. In der Abbildung 4.19 ist der Influence-Plot, die Darstellung der
Gesamtvarianz und der Loadings-Plot zu sehen. Der Influence-Plot zeigt, dass die Proben
24 h hebiba Salzstress, WT Kontrolle und 24 h hebiba Kontrolle als Ausreißer angesehen
werden ko¨nnen. Die Darstellung der Gesamtvarianz verdeutlicht, dass mit den ersten drei
PCs die Varianz zu 97.15% angegeben werden kann. Im Loadings-Plot ist die Separierung
der Gruppen in Salzstress und Kontrollgruppen mit den jeweiligen Behandlungsdauern im
Zusammenhang des angelegten Musters und damit den Bereichen um 1.31 1.37 und 2.80
ppm gezeigt.
Im Folgenden wurde die Mo¨glichkeit einer Unterscheidung zwischen den beiden Genotypen
WT und hebiba u¨berpru¨ft. In Abbildung 4.20 ist durch die Erstellung eines Musters die
Gruppierung in die beiden Genotypen innerhalb der 48 h Salzbehandlung durchfu¨hrbar.
Das entsprechende Muster ist dem Kapitel 10 zu entnehmen (s. Abbildung 10.3). Die Salz-
behandlungen sind ohne U¨berschneidungen voneinander separierbar. Die Unterscheidung
der Genotypen der 24 h Proben dagegen ist, wie im vorherigen Abschnitt bereits beschrie-
ben, nicht mo¨glich (s. Kapitel 4.2.2). Im Influence-Plot sind die zwei mo¨glichen Ausreißer
von hebiba und WT 24 h angegeben. Die Gesamtvarianz liegt bei 97.48%. Zuletzt wird im
Loadings-Plot der Zusammenhang zwischen der Mustertabelle und der Varianz der ent-
sprechenden Hauptkomponente angezeigt. Es ist zu erkennen, dass die Bereiche um 0.97,
1.31 sowie 2.8 ppm Einfluss auf die Trennung der Genotypen haben.
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Abbildung 4.19: PC 1 gegen PC 2 der 48 h und 24 h Salzstressproben (rot/blau) mit
den jeweiligen Kontrollproben (gru¨n/schwarz). Das Konfidenzlevel des
T2 Hotelling-Plots betrug 0.8 und die Skalierung erfolgte zur Gesamtin-
tensita¨t. Die Musterbreite wurde durch die Regionsgro¨ße dividiert. Im
Influence-Plot sind die als mo¨gliche Ausreißer angegebenen Proben ge-
kennzeichnet (hebiba und WT 24 h Salzbehandlung). Mit den ersten drei
PCs kann die Gesamtvarianz zu 97.48% angegeben werden. Die ppm-
Bereiche 1.31, 0.97 sowie 2.80 stellen die gro¨ßten Varianzen.
Abbildung 4.20: PC 1 gegen PC 3 der 24 h und 48 h Salzstressproben. Es wurden insgesamt
34 Spektren von hebiba 24 h (blau), WT 24 h (schwarz), die hebiba 48 h
(gru¨n) und WT 48 h (rot) Proben aufgezeichnet. Der Vertrauensintervall
des Hotelling-Plot betrug 0.8. Es erfolgte eine Skalierung zur Gesamtin-
tensita¨t. Die Musterbreite wurde durch die Regionsgro¨ße dividiert. Im
Influence-Plot sind zwei mo¨gliche Ausreißer von 24 h hebiba und WT
gekennzeichnet.
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4.2.4 Identifizierte Metabolite und Konzentrationen
Mithilfe einer Datenbank wurden die Spektren abgeglichen. Einige Substanzen, welche in
Pflanzen potentiell vorkommen ko¨nnten, konnten durch gezielte Zugabe in den jeweiligen
Proben nachgewiesen werden (s. Abbildung 4.21 und 4.22).
Von den identifizierten Substanzen konnten α-Linolensa¨ure, Adenosin und Cholinchlorid
in den Spektren quantifiziert werden, wohingegen von Betain, Alanin, Trehalose, Glycin,
Prolin und Myo-Inositol aufgrund von U¨berlagerungen keine Konzentrationen berechnet
werden konnten.
In Abbildung 4.23, sind die Diagramme der Adenosin-, Cholinchlorid- und α-Linolensa¨ure
konzentration der 48 h Salzstressproben dargestellt. Fu¨r die Auswertung wurden die Spek-
tren aus Kapitel 4.2.1.1 der 48 h Salzstress- und Kontrollproben der Genotypen Wildtyp,
hebiba und cpm2 verwendet. Die Adenosinkonzentration zeigt einen klaren Unterschied
zwischen den Durchschnittswerten der behandelten (1 − 1.5 µg/mL) und den unbehan-
delten (3− 3.5 µg/mL) Proben. Bezu¨glich der Konzentration an Cholinchlorid wiesen die
Durchschnittswerte der behandelten Proben (23 µg/mL) und unbehandelten (20 µg/mL)
Proben einen leichten Unterschied auf, wobei die Abweichungen vom Durchschnittswert
vor allem bei den cpm2 -Kontrollproben hoch ist. Die α-Linolensa¨urekonzentration zeigte
dagegen einen eindeutigen Unterschied zwischen den durchchnittlichen Konzentrationen
der behandelten (160 µg/mL) und der unbehandelten (250 µg/mL) Proben. Die Konzen-
tration von Adenosin stieg demnach durch eine Salzstressbehandlung stark an, wohingegen
die α-Linolensa¨urekonzentration sank.
In Abbildung 4.24 sind die Diagramme der Adenosin-, Cholinchlorid- und α-Linolensa¨u-
rekonzentration der 24 h-Salzstressproben dokumentiert. Fu¨r diese Diagramme wurden
die Spektren aus Kapitel 4.2.2 der 24 h Salzstress- und Kontrollproben und dabei die
Genotypen Wildtyp und hebiba ausgewertet. Die Adenosinkonzentration zeigt einen ein-
deutigen Unterschied in den durchschnittlichen Konzentrationen zwischen den unbehan-
delten (0− 2.5 µg/mL) und den behandelten (1.7 µg/mL) Proben. Der Trend der Durch-
schnittskonzentrationen an Cholinchlorid zeigte ebenfalls nach der Behandlung mit Salz
von 15 − 20 µg/mL auf 20 − 25 µg/mL einen Anstieg an. Jedoch sind die Konzentratio-
nen vor allem bei den Salzbehandlungsproben großen Schwankungen unterworfen, weshalb
der Vergleich der Genotypen nicht eindeutig ausfa¨llt. Die durchschnittliche α-Linolensa¨u-
rekonzentration hingegen sank durch die Behandlung mit Salz von 180 − 210 µg/mL auf
150 µg/mL.
In Abbildung 4.25 sind die Diagramme der Adenosin- und α-Linolensa¨urekonzentration
der WT und hebiba Proben gezeigt. Fu¨r diese Diagramme wurden die Spektren aus Kapi-
84
4.2. Reis 85
tel 4.2.2 der 24 h Salzstress- und Kontrollproben sowie Spektren aus Kapitel 4.2.1.1 der 48 h
Salzstress- und Kontrollproben ausgewertet. Diese Abbildung dient dem U¨berblick in Be-
zug auf die Adenosin- und α-Linolensa¨urekonzentration beider Salzbehandlungsexperimen-
te, wobei der Unterschied der Metabolitkonzentrationen in Abha¨ngigkeit zur Salzstress-
einwirkung dargestellt werden soll. Die durchschnittliche α-Linolensa¨urekonzentration war
bei den 24 h Kontrollproben geringer als bei den 48 h. Des Weiteren ist zu erkennen, dass
die Konzentration durch eine Salzbehandlung unabha¨ngig, ob diese 24 h oder 48 h dauert,
a¨hnlich niedrig konzentriert vorliegt und die durchschnittliche Konzentration der entspre-
chenden Kontrollproben unterschiedlich ausfa¨llt. Bei Adenosin hingegen war ein deutlicher
Anstieg der durchschnittlichen Konzentration um den Faktor 6 zu beobachten.
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Abbildung 4.21: Durch gezielte Zugabe konnten Adenosin, Phenylalanin, Cholinchlorid,
Myo-Inositol und Glycin in Reispflanzen als Metabolite besta¨tigt werden.
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Abbildung 4.22: Nach der jeweiligen Zugabe von α-Linolensa¨ure, Trehalose, Prolin und
Betain konnten diese als Metabolite identifiziert werden.
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Abbildung 4.23: Diagramme der Konzentrationen von Adenosin, Cholinchlorid und α-
Linolensa¨ure. Die fu¨r diese Auswertung betrachteten Spektren 4.2.1.1
wurden 48 h lang mit Salz behandelt, wobei sowohl die Behandlungsgrup-
pen (s) wie auch die Kontrollproben (c) ausgewertet wurden. Der Genotyp
und die Behandlungen sind auf der Abszisse aufgetragen, die Substanz-
konzentrationen auf der Ordinate. Die Anzucht, Probenpra¨paration, sowie
der Vorgang der Auswertung sind dem Kapitel 3 zu entnehmen.
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Abbildung 4.24: Diagramme der Konzentrationen von Adenosin, Cholinchlorid und α-
Linolensa¨ure. Die fu¨r diese Auswertung betrachteten Proben 4.2.2 wurden
24 h lang einer Salzstressbedingungen unterzogen, wobei sowohl die Be-
handlungsgruppen (s) wie auch die Kontrollproben (c) dargestellt werden.
Der Genotyp und die Behandlung sind auf der Abszisse aufgetragen, die
Substanzkonzentration auf der Ordinate. Details u¨ber Anzucht, Proben-
pra¨paration und Auswertung sind in Kapitel 3 aufgefu¨hrt.
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Abbildung 4.25: Diagramme der Konzentration von Adenosin und α-Linolensa¨ure im Ver-
gleich zur Dauer der Salzstressbehandlung. Die fu¨r diese Auswertung be-
trachteten Proben wurden fu¨r 24 h und 48 h einer Salzstressbehandlung
unterzogen. Die Salz- (s) wie auch die Kontrollproben (c) der Genotypen
sind mit der entsprechenden Behandlung auf der Abszisse aufgetragen.
Die Substanzkonzentration wurde auf der Ordinate vermerkt. Die An-
zucht, Probenpra¨paration sowie der Vorgang der Auswertung sind dem
Kapitel 3 zu entnehmen.
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4.2.5 Diskussion
4.2.5.1 Ergebnisse der Datenanalyse von Reis
In der Metabonomics-Studie wurde die Anwendbarkeit auf Reiskeimlinge im Zusammen-
hang mit Salz- und Trockenstress u¨berpru¨ft. Es konnte gezeigt werden, dass der Metabono-
mics-Ansatz unter Einhaltung der SOPs zu reproduzierbaren Ergebnissen hinsichtlich der
Charakterisierung der Proben und der Identifzierung und Quantifizierung von Metaboliten
geeignet ist. Hierbei stand die Auswertung der NMR spektroskopischen Daten der Extrak-
te von Sprossachse und Wurzeln im Fokus, wobei, wie bereits in der Literatur beschrieben,
die Extrakte der Wurzeln keine Vera¨nderungen im Signalmuster im Zusammenhang mit
der Behandlung oder dem Genotyp zeigten.97
Die Extraktion wurde mit Methanol durchgefu¨hrt, da es sich bei den Modellsystemen um
Jasmonsa¨uremangelmutanten handelte und Jasmonsa¨ure bzw. deren Derivate im Vergleich
zu Wasser eher lipophiler Natur sind. Allerdings konnte dennoch keine Jasmonsa¨ure in den
Extrakten des Wildtyps identifziert werden, weil vermutlich U¨berlagerungen durch andere
Signale bzw. eine zu geringe Konzentration vorlag. I. d. R. wird fu¨r eine Untersuchung
von Jasmonsa¨ure bzw. deren Derivate anstelle von 100% Methanol eine Mischung aus 80%
Methanol, 19% Wasser und 1% Essigsa¨ure verwendet.
Die Ergebnisse der 48 h Salzstress-Studie zeigten, dass eine Trennung der Behandlung in
Kontroll- und Salzbehandlungsgruppe durchgefu¨hrt werden konnte. Des Weiteren konnten
die Genotypen trotz abweichender Anzucht und Pra¨parationsbedingungen der Experimen-
tatoren 1 und 2 gruppiert werden. Bei Experimentator 1 erfolgte die Pflanzenanzucht in
0.4%-igem anstatt in 0.3%igem Phytoagar und die Zerkleinerung der Proben war bei ei-
nem von drei Ansa¨tzen unterschiedlich (Anzucht 1: 2 min Zerkleinerung, Anzucht 2 und
3: 5 min Zerkleinerung). Die Trennung der Kontroll- und Salzbehandlungsgruppe der 48 h
Studie konnte mit den Bereichen 1.7, 1.86, 3.9 und 7.3 ppm realisiert werden. Die zu diesen
Signalen geho¨rigen Metabolite konnten bisher nicht identifiziert werden.
Die Trennung der Genotypen konnte bei allen 48 h Proben anhand der ppm-Bereich 0.97,
1.31, 2.8 und 2.97 durchgefu¨hrt werden. Die Bereiche um 1.31, 2.8 und 2.97 ppm konnten
nicht identifiziert werden, wohingegen das NMR-Signal bei 0.97 ppm der α-Linolensa¨ure
zugeordnet wurden. Da die Signale bei 1.31, 2.8 und 2.97 ppm fu¨r die Trennung der Ge-
notypen ausschlaggebend sind, ist eine Identifizierung nach Aufreinigung der Rohextrakte
und nachfolgender Analyse geboten. Eine Kla¨rung, welche Substanzen zu der Trennung
der Genotypen fu¨hrt, kann ein Schritt in die Erforschung der ho¨heren Salztoleranz der
Mutanten sein. Bei der Gruppentrennung liegt die cpm2 na¨her an der WT Gruppe als die
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hebiba Proben. Dies besta¨tigt bestehende Forschungsergebnisse, dass der Mutantenpha¨no-
typ von cpm2 nicht so stark wie bei hebiba ausgepra¨gt ist.73,79,98
Die unbekannten Metabolite der Bereiche um 1.3, 1.37, 1.87, 2.8, 2.97 und 7.3 ppm sind
fu¨r eine weitere Analyse sehr interessant, da sie fu¨r die Unterscheidung der Behandlung
wie auch der Genotypen signifikant sind und zu einer Erkla¨rung der besseren Salzver-
tra¨glichkeit bei Mutanten fu¨hren ko¨nnte. Hierfu¨r wa¨re die Aufreinigung der Extrakte mit
anschließenden NMR spektroskopischen Untersuchungen denkbar.
4.2.5.2 Identifizierung einzelner Metabolite und Biomarker
Die Signale von 8.17 und 8.3 ppm konnten als Biomarker-Muster bei allen Salzbehand-
lungsproben identifiziert werden. Bei der zugrunde liegenden Substanz handelt es sich
um Adenosin, wobei der Zusammenhang zwischen dem hohen Vorkommen an Adenosin
in salzbehandelten Reiskeimlingen jedoch noch nicht erforscht ist. Adenosin ist ein aus
Adenin und β-D-Ribose aufgebautes Nucleosid und dient als Baustein der DNA. Es lie-
gen Arbeiten u¨ber den Zusammenhang der Aktivita¨t der Adenosinkinase bei Salzstress
in Spinat Spinacia oleracea und Zuckerru¨be (Beta vulgaris) vor, wobei der Schwerpunkt
auf der Untersuchung der beteiligten Enzyme lag.99 Fu¨r die hier vorgestellte Arbeit wa¨re
interessant, ob Adenosin ein Compatible Solute darstellt oder das Anzeichen der Sto¨rung
de urspru¨nglichen Homo¨ostase im Kontext des Salzstresses ist. Auszuschließen ist, dass
es sich hierbei um ein Anzeichen von Trockenstress handelt, da es bei diesen Proben zu
keiner Adenosinakkumulation kam.
Wie bereits erwa¨hnt, konnte der Bereich um 0.97 ppm der α-Linolensa¨ure zugeordnet wer-
den. Das Muster im Bereich um 1.31 ppm zeigte ebenfalls Signale der α-Linolensa¨ure,
jedoch sind diese mit weiteren Frequenzen anderer Moleku¨le u¨berlagert, sodass das Mus-
ter, welches hier zur Trennung der Gruppen fu¨hrt, von mehreren Moleku¨len herru¨hrt.
Fu¨r die Kontrollproben aller Genotypen (WT, cpm2 und hebiba) wurden in den Kontrol-
len a¨hnlich hohe Konzentrationen (ca. 250 µg/mL) α-Linolensa¨ure gefunden, wohingegen
in den salzbehandelten Proben die Konzentrationen bei allen Genotypen (ca. 160 µg/mL)
signifikant sanken. Eine Erkla¨rung hierfu¨r ist, dass α-Linolensa¨ure fu¨r die Synthese von ver-
schiedenen Pflanzenhormonen und Signalstoffen wie Jasmonsa¨ure, deren Vorla¨ufer OPDA
(cis-(+)-12-Oxophytodiensa¨ure) oder auch Auxin notwendig ist. Zudem sind α-Linolen-
sa¨ure-Analogon als Substanzen, welche eine direkte Rolle in der Pflanzenabwehrstrategie
spielen im Gespra¨ch.100,101
Eine erho¨hte Jasmonsa¨urekonzentration ist u. a. ein Indiz auf biotischen und abiotischen
Stress. Bei Salzstress handelt es sich um einen starken abiotischen Stress. Es ist bekannt,
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dass Reis als Keimling empfindlicher auf Salzstress reagiert als im Reproduktionsstadium.
Der Effekt der Salzbehandlung auf die Keimlinge ist dabei gro¨ßer als der auf osmotischen
Stress.73,79,98 Dies zeigt sich auch darin, dass die Gruppierung der Trockenstress- zwischen
den Salzstress- und den Kontrollproben erfolgte.
Bei hebiba und cpm2 handelt es sich um Jasmonsa¨uremangelmutanten, deren Mutation die
Adenylatcyclase betrifft, einem Enzym kurz vor der Fertigstellung der Biosynthese. Alle
Synthesewege davor sind nicht betroffen, d. h., dass alle von α-Linolensa¨ure abha¨ngigen
Synthesewege ungesto¨rt verlaufen. Dies kann eine Erkla¨rung dafu¨r sein, dass das Vorkom-
men der α-Linolensa¨ure bei allen Genotypen sowie den Behandlungen durchschnittlich die
gleiche Menge aufwies.
Eine Gruppierung der Genotypen konnte bei den 24 h Proben nach Salz- und Trockenstress-
behandlung nicht erreicht werden. Dies kann daran liegen, dass die Einwirkdauer zu kurz
gewa¨hlt wurde, um die metabolischen Vera¨nderungen der jeweiligen Genotypen zu erfassen,
wohingegen die unterschiedlichen Behandlungen klar getrennt werden konnten. Wie zu er-
warten, gruppierten sich die Trockenstressproben zwischen den Kontroll- und Salzproben.
Salzbehandelte Proben sind sowohl Trockenstress sowie auch dem toxischem Ionenstress
ausgeliefert. Dies zeigte sich auch dadurch, dass Salzstress- von den Kontrollproben ohne
U¨berschneidungen vorlagen. Die fu¨r die Gruppierung verantwortlichen Bereiche um 1.32,
2.8 und 7.3 ppm waren die gleichen wie bei der Trennung der Gruppen der 48 h Proben.
Weiterhin wurde der Bereich 8.17− 8.3 ppm von Adenosin als signifikant angegeben, wel-
ches in dieser Arbeit als Biomarker fu¨r Salzstress identifiziert wurde.
Die Trennung der 48 h von den 24 h Proben durch α-Linolensa¨ure und einer unbekannten
Substanz wird durch die Bereiche um 0.97, 1.31 und 2.8 ppm ermo¨glicht. Die Ergebnis-
se des Vergleichs der 48 h mit den 24 h Proben sind jedoch nur tendenziell zu sehen.
So konnte durch die Quantifizierung der beiden Metabolite α-Linolensa¨ure und Adenosin
festgestellt werden, dass die absoluten Konzentrationen beider Substanzen im Vergleich
nicht die gleichen Kontrollkonzentrationen besitzen. So ist die Kontrollkonzentration der
α-Linolensa¨ure bei den 48 h Proben wesentlich ho¨her als bei den 24 h Proben. Beiden
gemeinsam ist der Trend zur Konzentrationserniedrigung nach Salzsressbehandlung, je-
doch sank sie beim 48 h Salzstress-Ansatz deutlicher ab als beim 24 h Ansatz. Es konnte
festgestellt werden, dass eine Salzstresseinwirkung von 48 h die Konzentration von α-Lino-
lensa¨ure sta¨rker erniedrigt. Der Effekt der Erniedrigung der α-Linolensa¨urekonzentration
durch Salzstress ist demnach abha¨ngig von der Einwirkungsdauer. Die Adenosinkonzen-
tration bei den 48 h Kontrollproben war ebenfalls ho¨her als bei den 24 h Salzstressproben.
Die Tendenz der Konzentration nach einer Salzbehandlung zu steigen, war jedoch beiden
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gemeinsam.
Insgesamt konnten die neun Substanzen α-Linolensa¨ure, Cholinchlorid, Prolin, Betain,
Trehalose, Myo-Inositol, Phenylalanin, Adenosin und Glycin identifiziert werden. Den Me-
taboliten Cholinchlorid, Prolin, Betain, Trehalose, Phenylalanin, Glycin und Myo-Inositol
ist gemeinsam, dass es sich um Substanzen zum Schutz vor Salzstress (Compatible Solu-
tes) handelt.77 So dienen sie z. B. dem Ausgleich des osmotischen Drucks oder sind als
Chaperone fu¨r die Stabilisierung von Proteinen notwendig. Myo-Inositol z. B. wird un-
ter Salzstressbedingungen synthetisiert und dient als Ausgangssubstanz zur Biosynthese
von Inositolphosphaten und ROFs (raffinosem stachyosse, verbascose).77 Die Aminosa¨u-
re Prolin wirkt bei Salz- und Trockenstress als Chaperon, sowie als Puffer und Stabi-
lisator zum Erhalt des cytosolischen Redoxstatus. Zusa¨tzlich ist Prolin als Antioxidant
beim Neutralisieren freier Radikale beteiligt.77,102,103 In salzhaltiger Umgebung schu¨tzt
das nicht reduzierende Disaccharid Trehalose die Membran vor Denaturierung und kann
bei U¨berexpression in transgenem Reis die Stresstoleranz fu¨r abiotischen Stress vermut-
lich steigern.77,104 Das gefundene Osmolyt Betain hingegen entsteht durch die Oxidation
von Cholin aus Phosphocholin, welcher als Regulator fu¨r den osmotischen Druck wirkt.77
Die Quantifizierung dieser Compatible Solutes, bis auf Cholinchlorid, konnte aufgrund von
Signalu¨berlagerungen nicht durchgefu¨hrt werden. Das Moleku¨l Cholinchorid konnte quan-
tifiziert werden und zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mutanten und
dem Wildtyp. Die Konzentration stieg, wie zu erwarten, nach einer Salzbehandlung bei
allen Genotypen vergleichsweise a¨hnlich an.
Das Projekt wurde in Kooperation mit Dr. Michael Riemann und Dr. Mohamed Hazman
durchgefu¨hrt. Diese Arbeit wurde noch nicht vero¨ffentlicht.
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Der Metabonomics-Ansatz ist eine vielseitige Methode, welche auf unterschiedliche Frage-
stellungen in Bezug auf die Analyse von Metaboliten angewendet wird. Hierbei kann er ein
globales Bild der untersuchten Organisation eines Organismus geben und das Versta¨ndis
u¨ber diesen vertiefen.2 Die Verwendung analytischer Methoden wie der Massenspektro-
metrie und NMR-Spektroskopie ermo¨glicht dabei die Gewinnung großer Datenmengen.
Die Herausforderung liegt nun darin, die Fu¨lle an Informationen u¨ber das System zu sor-
tieren und zu entschlu¨sseln. Die Kombination analytischer Techniken, bioinformatischer
Werkzeuge und biologischer Forschung bietet dabei die Mo¨glichkeit, das System Organis-
mus ganzheitlich zu verstehen.40 Ha¨ufig wird von einem Metabonomics-Ansatz auch eine
hohe Qualita¨t in Bezug auf die Exaktheit und den Informationsgehalt der Daten erwar-
tet. Manche Studien werden diesem Anspruch aufgrund der nicht im notwendigen Maße
standardisierten Arbeitsanweisungen jedoch gerecht.13
Das Ziel dieser Arbeit war die Einfu¨hrung des Metabonomics-Ansatz u¨ber bereits intensiv
erforschte Modellorganismen, wobei durch das bereits erworbene Wissen, eine Verifizie-
rung der Daten stattfinden konnte und neue Informationen in bereits vorhandene integriert
werden konnten. Mit den in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Metabonomics-Studien konnte
gezeigt werden, dass mittels der NMR-Spektroskopie metabolische Fingerabdru¨cke von
komplexen Systemen wie Pflanzenzellkulturen und Reiskeimlingen gewonnen und anhand
dieser eine Gruppierung in Genotypen und Behandlungen mithilfe der Hauptkomponen-
tenanalyse durchgefu¨hrt werden konnte. Die Einfu¨hrung dieser Methode und die Entwick-
lung der jeweiligen SOPs konnte erfolgreich durchgefu¨hrt werden. Bei beiden Experimen-
ten konnten einzelne Moleku¨le identifiziert und quantifiziert werden. Teilweise wurden sie
95
96 5. Zusammenfassung Teil 1
zur Unterscheidung der Gruppen in der Hauptkomponentenanalyse herangezogen und in
den biologischen Kontext integriert. So konnten viele Daten fu¨r das jeweilige Experiment
mittels einer einzigen Analysestudie gewonnen und der analytische Aufwand mithilfe der
hochauflo¨senden NMR-Spektroskopie erheblich verringert werden.
Das erste Experiment befasste sich mit den Vera¨nderungen der metabolischen Fingerab-
dru¨cke der Tabakflu¨ssigzellkulturen durch Lichteinwirkung. Die Unterschiede waren bei
beiden verwendeten Genotypen signifikant. Woraus geschlossen werden kann, dass VBI-0
zwar keine morphologischen Merkmale zur Lichtempfindlichkeit aufweist, aber molekula-
re. Das heiA˜t VBI-0 reagiert auf Licht, jedoch metbolisch anders als VBI-3. Es konnte
der Biomarker Fumarsa¨ure fu¨r die Zellkultur VBI-3 identifiziert und quantifiziert werden.
Fumarsa¨ure wurde in ersten Arbeiten zusammen mit A¨pfelsa¨ure als voru¨bergehender Koh-
lenstoffspeicher im Zusammenhang mit der Photosynthese in C3-Pflanzen wie Arabidopsis
thaliana diskutiert.88–90 Durch die Metabonomics-Studie konnte gezeigt werden, dass der
Genotyp VBI-3 signifikant mehr Fumarsa¨ure als VBI-0 enthielt und dass die Konzentration
durch Belichtung steigt. Dies sind a¨hnliche Ergebnisse wie bereits bei Arabidopsis thalia-
na, bei welchen im WT nach langer Belichtungsperiode mehr Fumarsa¨ure synthetisiert
wurde als nach kurzen. Der Genotyp VBI-0 dagegen enthielt sowohl nach Belichtung als
auch in Dunkelanzucht minimale Mengen an Fumarsa¨ure. Ein Ansatz zur Kla¨rung dieses
Ergebnisses ist die Vermutung, dass a¨hnlich wie bei Arabidopsis thaliana zwei Fumarasen
bei VBI-3 funktionsfa¨hig sein ko¨nnten. Bei VBI-0 hingegen ko¨nnte die Fumarase o¨rtlich
auf die Mitochondrien (Citratzyklus) begrenzt sein.
Der Citratzyklus ist ein wichtiger Zyklus des Prima¨rstoffwechsels und die Einbindung der
Fumarsa¨ure in diesen ist unabdingbar.18,88–90 Aus diesem Grund sind minimale Fumar-
sa¨urekonzentrationen in VBI-0 vorhanden. Das erho¨hte Auftreten der Fumarsa¨ure steht
demnach im Zusammenhang mit den chlorophyllhaltigen Plastiden in VBI-3 und den pho-
tosynthetischen Aktivita¨ten wa¨hrend der Belichtung. Die Zusammenha¨nge des genetischen
Hintergrunds in diesen Zellkulturen mu¨ssen allerdings noch gekla¨rt werden.
Die gewonnenen Daten zu den nicht identifizierten Signalen, welche fu¨r die Gruppierung
in belichteten Zellkulturen bzw. in den jeweiligen Genotypen ausschlaggebend waren, soll-
ten in weiteren Analysen erforscht werden. Weiterhin ko¨nnen nun auch 3-Wochenkulturen
durch eine Metabonomics-Studie untersucht werden, da zum einen gezeigt wurde, dass
sich sowohl die Zellkultur als auch die SOPs fu¨r diesen Ansatz eignen. Zum anderen ko¨n-
nen die bestehenden Informationen zum Zellzyklus und die neu gewonnenen Daten weitere
Erkenntnisse u¨ber den Metabolismus und dem bereits morphologisch und zellbiologisch er-
worbenen Wissen liefern. Auch die Etablierung eines Systems in dem Tabakzellenkulturen
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als Produktionssta¨tte fu¨r Pflanzenmetabolite unter Lichtkontrolle Verwendung finden, ist
denkbar. In diesem Zusammenhang wa¨re die Untersuchung von 3-Wochenkulturen in der
ersten, zweiten und letzten Zykluswoche zu empfehlen, um die fu¨r die Produktion inter-
essanten Zeitfenster zu ermitteln. Pharmazeutisch relevante Stoffe ko¨nnten so zuku¨nftig
z. B. in Microfluidic Chips kultiviert bzw. die Anzucht und Substanzgewinnung optimiert
werden.87
Das zweite Experiment befasste sich mit den Auswirkungen von Salzstress auf Genotypen
von Reiskeimlingen (Oryza sativa L.) bei unterschiedlichen Einwirkzeiten. Hierbei konn-
ten verschiedene, metabolische Fingerabdru¨cke analysiert werden. Zu Beginn stand die
Einfu¨hrung und Validierung der Methode im Vordergrund, wobei die Reproduzierbarkeit
der Daten von 48 h Salzstress-Ansa¨tzen besta¨tigt wurde. In dieser Arbeit konnte der
Biomarker Adenosin fu¨r Salzstress identifiziert werden. Der biologische Hintergrund des
vermehrten Auftretens von Adenosin im Zusammenhang mit Salzstress ist bislang nicht
gekla¨rt. Weiterhin konnte die Reduktion von α-Linolensa¨ure festgestellt werden, welche
die Vorstufe von Pflanzenhormonen wie Jasmonaten ist. Da Jasmonate zur Bewa¨ltigung
von abiotischem und biotischem Stress dienen, kann die Erniedrigung der α-Linolensa¨u-
rekonzentration als Marker fu¨r den hohen Stress angesehen werden, welcher durch Salz in
Reiskeimlingen ausgelo¨st wird. Von den untersuchten Compatible Solutes konnte in allen
Genotypen eine erho¨hte Cholinchloridkonzentration nach Salzbehandlung festgestellt wer-
den. Cholinchlorid dient demnach in diesen Reissorten als Schutzmoleku¨l vor Salzstress.
Die in dieser Arbeit untersuchten Reissorten hebiba und cpm2 zeigten eine verbesserte
Salztoleranz im Vergleich zum WT und sollten durch weitere Analysen im Hinblick auf
nicht identifizierte Moleku¨le erforscht werden, da diese Aufschluss u¨ber die ho¨here Salzto-
leranz der Mutanten geben ko¨nnten.97
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6. Orientierungsmedien
Neben den klassischen NMR-Parametern wie den skalaren Kopplungen und der chemi-
schen Verschiebung hat sich in den letzten Jahren die Messung von sogenannten ani-
sotropen NMR-Parametern fu¨r die Analyse von Moleku¨lstrukturen bewa¨hrt. Chemische
Verschiebungsanisotropien, dipolare und quadrupolare Kopplungen sind zusa¨tzliche NMR-
Parameter, die erga¨nzende Strukturinformationen enthalten. Innerhalb von isotropen, flu¨s-
sigen Proben jedoch mitteln sich diese Parameter aufgrund der Brown’schen Molekular-
bewegung aus und ko¨nnen nicht detektiert werden. Erst durch die Einbringung in eine
anisotrope Matrix richtet sich das zu untersuchende Moleku¨l entlang einer Achse aus und
verhindert die gegenseitige Aufhebung der magnetischen Momente.
Seit Saupe und Englert 1963 zum ersten Mal ein Moleku¨l mithilfe partieller Orientie-
rung untersuchten,105 folgte eine kontinuierliche Weiterentwicklung der Orientierungsme-
dien bzw. der Methoden zur Messung anisotroper Parameter. Die Entwicklung erstreckte
sich hierbei auf flu¨ssigkristalline Phasen, gelbasierte Orientierungsmedien oder die Orien-
tierung auf Basis paramagnetischer Ionen.106–112
Die Ausrichtung der eingebrachten Substanzen findet auf unterschiedliche Weise statt.
Wa¨hrend die partielle Orientierung bei flu¨ssigkristallinen Phasen und gestreckten Gelen
durch die Wechselwirkungen entlang der ausgerichteten Polymerstra¨nge realisiert wird,
wird diese bei paramagnetischen Ionen u¨ber deren Ausrichtung im Magnetfeld und einer
eventuellen Komplexierung des interessierenden Moleku¨ls, umgesetzt.19,113–121
6.1 Grundlagen
Die NMR-Spektroskopie ist eine analytische Methode, welche ha¨ufig fu¨r die Strukturbe-
stimmung und fu¨r die Untersuchung von Moleku¨ldynamiken eingesetzt wird. Mithilfe der
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NMR-Spektroskopie ko¨nnen z. B. Informationen u¨ber die Konstitution, Konfiguration und
in bestimmten Zusammenha¨ngen auch u¨ber Konformationen eines Moleku¨lsystems erhal-
ten werden.122–124
Im Gegensatz zur NMR-Spektroskopie im Festko¨rper sind die zu untersuchenden Moleku¨-
le in der hochauflo¨senden NMR-Spektroskopie in ihrer Beweglichkeit nicht eingeschra¨nkt.
Anisotrope Parameter wie dipolare Wechselwirkungen, quadrupolare Kopplungen und che-
mische Verschiebungsanisotropien ko¨nnen daher im Spektrum nicht abgelesen werden.
Durch die Verwendung von Orientierungsmedien wie flu¨ssigkristallinen Phasen oder Po-
lymergelen wird das eingebrachte Moleku¨l u¨ber intermolekulare Wechselwirkungen jedoch
in seiner freien Rotation eingeschra¨nkt, partiell orientiert und anisotrope Parameter ko¨n-
nen detektiert werden. Anders als in der NMR-Spektroskopie im Festko¨rper fu¨hrt diese
partielle Orientierung i. d. R. zu einer geringeren Linienverbreiterung, da die dipolaren
Wechselwirkungen nicht so stark ausgepra¨gt sind.
Der Gewinn an zusa¨tzlicher Strukturinformation kann fu¨r komplexe Strukturanalysen an-
gewendet werden.117,125 So werden durch die Erfassung von dipolaren (RDCs) und qua-
drupolaren (RQCs) Restkopplungen zusa¨tzliche Winkelinformationen relativ zum exter-
nen Magnetfeld erhalten. Messergebnisse ko¨nnen anhand dieses Magnetfeldes referenziert
werden, wobei weitreichende Strukturinformationen von z. B. funktionellen Gruppen ge-
wonnen werden.
Weiterhin ko¨nnen anisotrope NMR-Parameter durch die Verwendung von Streckapparatu-
ren in Kombination mit Polymergelen skaliert bzw. die Komplexita¨t von multiplen Spinsys-
temen durch Entkopplungssequenzen reduziert werden. Dadurch werden die Linienbreiten
verju¨ngt, wobei dipolare Kopplungen mit einer wesentlich geringeren Fehlertoleranz abge-
lesen werden ko¨nnen.110,119–121,126,127
6.2 Messung von anisotropen NMR-Parametern
Sowohl synthetisierte und biologische Polymergele, als auch flu¨ssigkristalline Phasen wer-
den in der hochauflo¨senden NMR-Spektroskopie zur schwachen Ausrichtung von Moleku¨len
verwendet. Hierbei ist die Orientierung wesentlich schwa¨cher ausgepra¨gt als in der NMR-
Spektroskopie im Festko¨rper, wodurch sich dipolare Kopplungsanteile nur bedingt auf die
Spektrenqualita¨t auswirken und Spektren mit ho¨herer Auflo¨sung erhalten werden. Eine
starke Orientierung wu¨rde zu weitreichenden Kopplungen fu¨hren, wobei die Linien ver-
breitert und die Auflo¨sung reduziert werden wu¨rde. Anisotrope NMR-Parameter ko¨nnen
daher durch eine schwache Ausrichtung der Moleku¨le exakter gemessen und abgelesen bzw.
die anschließende Moleku¨lstruktur effektiver berechnet werden.109,110,112,128–131
100
6.2. Messung von anisotropen NMR-Parametern 101
6.2.1 Orientierungsmedien
Fu¨r die Anforderungen an die Messung der verschiedenen Substanzklassen existieren ei-
ne Vielzahl an Orientierungsmedien (s. Tabelle 6.1). Meist werden bei den Messungen von
kleinen bis mittelgroßen Moleku¨len polyvinylacetat-, polystyrol- oder polyacrylnitrilbasier-
te Polymere sowie Biopolymere wie Gelatine oder Carageen eingesetzt. Die Orientierung
mittels gel-basierter Medien kann mithilfe von Streckapparaturen durchgefu¨hrt werden,
welche die entsprechende Skalierung der anistropen Parameter innerhalb einer einzigen
Probe ermo¨glichen. Die Diskriminierung von Enantiomeren bzw. die Bestimmung des En-
antiomerenu¨berschusses ist innerhalb derselben Probe mo¨glich. Allerdings gibt es nur eine
begrenzte Auswahl an chiralen Orientierungsmedien fu¨r bestimmte Lo¨sungsmittel zur Un-
terscheidung von Enantiomeren.120,132–134
Tabelle 6.1: U¨bersicht u¨ber Orientierungsmedien, welche fu¨r verschiedene Lo¨sungsmittel
eingesetzt werden ko¨nnen.
Polymergele Kompatibilita¨t Beschreibung Ref.
Poly(acrylamid) D2O
116,135
Poly(acrylnitril) DMSO, DMF 110
Gelatine D2O chiral
119
e−-Gelatine D2O, DMSO chiral 119
Gellan Gum D2O, DMSO chiral
136
Poly(vinylacetat)
CDCl3, CD2Cl2, CD3OD,
CD3CN, DMSO, Dioxan,
C6D6, THF, TFE, EtOAc,
DMF, Aceton
111
Poly(ethylenoxid)
CDCl3, CD2Cl2, CD3OD,
CD3CN, Dioxan, DMSO,
C6D6, DMF, EtOAc, THF,
TFE, D2O, Aceton
ein 1H/13C NMR Signal 112
6.2.2 Chirale Moleku¨le
Neben der Strukturaufkla¨rung und den Berechnungen von Moleku¨ldynamiken ko¨nnen ani-
sotrope NMR-Parameter auch fu¨r die U¨berpru¨fung von chiralen Substanzen genutzt wer-
den. Fu¨r die Diskriminierung von Enantiomeren mittels gelbasierter Orientierungsmedien
werden entweder die unterschiedlichen, quadrupolaren Aufspaltungen einer deuterierten
Substanz oder die Differenz der chemischen Verschiebungsanisotropien gemessen,137–139
wobei entweder die helikale Struktur des Polymergels wie z. B. bei Gelatine oder dessen
chirale Gruppe wie z. B. bei Polymergelen auf Polyacetylen-Basis auf unterschiedliche Art
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und Weise mit den eingebrachten Enantiomeren interagieren.119,132,140,141 Die Multiplett-
strukturen der chiralen Moleku¨le spalten dabei unterschiedlich stark auf und durch Inte-
gration der jeweiligen Multiplettfla¨chen kann auf den Enantiomerenu¨berschuss geschlossen
werden (s. Abbildung 6.1).
Abbildung 6.1: Diskriminierung von L- und D-Alanin in einer e−-Gelatine/D2O Probe bei
verschiedenen Streckungen. Mithilfe eines 2D J -BIRDd,X HSQC Spektrum
wurden die beiden Enantiomere unterschiedlich stark im Orientierungsme-
dium ausgerichtet.
6.2.3 Biomoleku¨le
Durch die Analyse von Biomoleku¨len mithilfe von anisotropen NMR-Parametern ko¨nnen
wertvolle Strukturinformationen zur Konformation und Konfiguration gewonnen werden.
Bei der partiellen Orientierung von Biomakromoleku¨len (>30 kDa) sind im Vergleich zur
Orientierung kleiner organischer Moleku¨le andere Geleigenschaften von Bedeutung, da die-
se meist nur langsam in die engmaschigen Gelmatrices diffundieren.135,142–144 Fu¨r gelba-
sierte Orientierungsmedien muss daher entweder der Polymeranteil im Gel gering gehalten
werden oder das Biomoleku¨l muss bereits vor der Gelpra¨paration mit dem Polymer ver-
mischt werden.
Weiterhin kann entweder eine zu starke Orientierung oder eine Aggregation der gemessenen
Moleku¨le zu einer Linienverbreiterung in den Spektren fu¨hren. Daher wurden gezielt ers-
te Orientierungsmedien mit geringer Orientierungssta¨rke zur Bestimmung der ra¨umlichen
Struktur von 15N, 13C-isotopenmarkierten Proteinen in wa¨ssriger Lo¨sung entwickelt.112
Trotz der großen Anzahl an verschiedensten Orientierungsmedien ist es a¨ußerst schwie-
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rig, sehr große Makromoleku¨le (>30 kDA) oder makromolekulare Komplexe genu¨gend
schwach zu orientieren.119 Die Entwicklung von Gelen mit geringer Orientierungssta¨rke ist
hier weiter anzustreben.
6.2.4 Extentionsfaktor
Eine partielle Orientierung durch gestreckte Gele mithilfe einer Streckapparatur bietet die
Mo¨glichkeit, anisotrope NMR-Parameter zu skalieren. Beliebige Streckungen ko¨nnen an
derselben Probe durchgefu¨hrt werden, wodurch die Probenpra¨paration effizienter wird.
Um Streckungen und die jeweils gemessenen, anisotropen Parameter vergleichen zu ko¨n-
nen, wird die Gella¨nge des gestreckten und ungestreckten Gels zuna¨chst subtrahiert und
anschließend durch die Gella¨nge des ungestreckten Gels dividiert. Der erhaltene Wert wird
als Extentionsfaktor Ξ bezeichnet (s. Gleichung 6.1). Durch die Angabe der Konzentration,
welche bei der Pra¨paration des Gels eingesetzt wurde und der unterschiedlichen Orientie-
rungssta¨rken der einzelnen Extentionsfaktoren ko¨nnen entsprechende Kopplungskonstan-
ten fu¨r a¨hnliche Moleku¨le abgescha¨tzt werden.
Ξ =
gestrecktes Gel [mm]− ungestrecktes Gel [mm]
ungestrecktes Gel [mm]
(6.1)
6.3 Gellan Gum
Gelbasierte Medien sind entweder synthetischen oder biologischen Ursprungs. Das jeweilige
Medium zeichnet sich durch bestimmte Lo¨sungs- und Quelleigenschaften aus. Diese Eigen-
schaften machen eine Untersuchung von Moleku¨len mo¨glich, welche a¨hnliche Eigenschaften
wie das Orientierungsmedium besitzen. Manche Gelbildner wie e−-Gelatine, Kollagen oder
Carrageen bilden eine chirale Sekunda¨rstruktur aus und finden als chirale Orientierungsme-
dien Verwendung.132,145–149 Die eingebrachten Enantiomere interagieren auf verschiedene
Art und Weise mit dem chiralen Medium und werden daher unterschiedlich orientiert. Dies
wurde u. a. von Courtieu et al. fu¨r flu¨ssigkristalline Phasen untersucht und urspru¨nglich
zur Enantiomerenunterscheidung verwendet.139,150,151
Gellan Gum ist ein durch Sphingomonas elodea sezerniertes, extrazellula¨res, anionisches
Heteropolysaccharid, welches vor allem in der Lebensmittelindustrie als Geliermittel ge-
nutzt wird. Die Firmen Koltec® und Merck® entwickelten Gellan Gum, um ein zu Gelatine
a¨quivalentes Geliermittel zu verkaufen.152–154
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Im Allgemeinen besteht Gellan Gum aus repetitiven Zuckereinheiten von Glucose, Rhamno-
se und Glucuronsa¨ure im Verha¨ltnis 1:2:1.155 Gellan Gum ist eine Bezeichnung eines Fer-
mentationsproduktes aus einer gering (LA) und stark (HA) acylierten Komponente (s.
Abbildung 6.2). Beide Formen besitzen zwar gelbildende Eigenschaften, unterscheiden sich
jedoch wesentlich darin, wodurch die Gelierung ausgelo¨st wird.
LA Gellan Gum bildet feste und spro¨de Gele, welche zur Gelierung auf eine Kationenkon-
zentration von bis zu 0.1 Gew.-% angewiesen sind. Sowohl monovalente Kationen wie z.
B. K+ und Li+, als auch bivalente Kationen wie Mg2+ und Ca2+ ko¨nnen hierzu verwendet
werden, wobei die Gelsta¨rke bei Verwendung von bivalenten Kationen grundsa¨tzlich gro¨ßer
ist.
HA Gellan Gum hingegen geliert beim Abku¨hlprozess ohne Anwesenheit von Kationen
aus. Die Gelbildung tritt dabei sofort nach Erreichen der Gelierungstemperatur von 70 ◦C
ein und wird als “snap”-Gelierung bezeichnet.156 Durch diese Eigenschaft ist bei der Pra¨-
paration von Gelen unbedingt auf ein Arbeiten u¨ber der Gelierungstemperatur zu achten,
um ein fru¨hzeitiges Gelieren zu verhindern. Außerdem kann der Gelierungs- und Schmelz-
punkt bis zu 70 ◦C auseinander liegen, je nachdem welcher Gellan Gum Typ bzw. welche
Menge an Kationen eingesetzt werden. Gewo¨hnlich liegt der Gelierungspunkt zwischen 50–
70 ◦C bzw. der Schmelzpunkt bei 90–120 ◦C. Diese Hysterese ist bei Gellan Gum deutlich
sta¨rker ausgepra¨gt als bei Gelatine. Gellan Gum bildet wie Gelatine Doppelhelices, wobei
die einzelnen Polysaccharidketten halbversetzt angeordnet sind und durch intermolekulare
Wechselwirkungen wie Wasserstoffbru¨cken stabilisiert werden.157
Eine besondere Eigenschaft von Gellan Gum im Vergleich zu anderen Gelbildnern ist die
geringe Gelkonzentration, sowie die pH-Wert- und Temperaturstabilita¨t. Fu¨r die Pra¨para-
tion eines festen Gels von LA Gellan Gum z. B. ist eine Menge von 0.1 Gew.-% ausreichend.
U¨ber verschiedene Mischungsverha¨ltnisse von HA und LA Gellan Gum ko¨nnen Gele mit
sehr unterschiedlichen Geleigenschaften hergestellt werden (s. Kapitel 7).155
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Abbildung 6.2: Struktureller Aufbau von Gellan Gum, welches aus den Untereinheiten
Glucose, Rhamnose und Glucuronsa¨ure besteht. Im Gegensatz zur acylier-
ten Form (HA) ist die deacylierte (LA) an den entsprechenden Hydroxy-
gruppe nicht acyliert und weist daher andere Eigenschaften auf.
105
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7.1 Chemikalien, Gera¨te, Medien
Cytochrom c Carl Roth GmbH
D-Alanin Degussa-Hu¨ls
D-Prolin Degussa-Hu¨ls
Deuteriumoxid 99.9%, Deutero; Eurisotop
Dinatriumhydrogenphosphat Na2HPO4, Fluka
Einmalspritzen Inject, B. Braun, 0.01–1 mL, B. Braun
Falcon Falcon Tubes, 50 mL, 15 mL
Gellan Gum COLLSTAB® HA, COLLSTAB® LA
Heizblock AccuBlockTM, D1100 und D1200
Hyaluronidase Carl Roth GmbH
L-Alanin Degussa-Hu¨ls
L-Prolin Degussa-Hu¨ls
Lysozym Carl Roth GmbH
Magnesiumchlorid Carl Roth GmbH
Methanol Carl Roth GmbH
Natriumazid Carl Roth GmbH
Natriumchlorid Fisher Scientific
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NMR-Spektometer 600 MHz Avance III, Bruker
NMR-Spektometer 600 MHz Avance I, Bruker
Parafilm Laboratory film, American National Can
Pasteurpipetten Wilmad Lab Glass
pH-Elektrode WTW SenTix 41
pH-Papier Macherey-Nagel GmbH & Co KG
Pinzette Carl Roth GmbH
Pipetten Research® Pipette Eppendorf, autoclavable
Pipettenspitzen Finnpipette, Rainin, Sarstedt
Probenko¨pfe 600 MHz 1H, 13C, 15N-TCI-Cryo- und
TBI-Probenkopf von Bruker
Reinstwasseranlage Millipore
Salzsa¨ure 30% Carl Roth GmbH
Saugflasche Carl Roth GmbH
Siebgewebe F. Eckert GmbH, PA-150 38, MW 150 µm
Silikonschlauch Lindemann (øaußen = 4 mm), Medical Grade
Spatel Carl Roth GmbH
Standard-NMR-Ro¨hrchen (5 mm) WG-5 mm
Streckapparatur Hausanfertigung
Teflonband Carl Roth GmbH, PTFE Thread Seal Tape
Teflonschlauch DuPont
Teflonstopfen Hausanfertigung
Trockenschrank 600, Memmert
Vortexer Genie K-550-GE,Bender und Hobein AG
Waagen Sartorius M2P/CP64/analytic
Zentrifugen centrifuge 5418/5702, eppendorf
Magnesiumsulfat Carl Roth GmbH
Flu¨ssigstickstoff Air Liquide
Methanol-d4 Eurisotop
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7.1.1 NMR-Lo¨sungsmittel fu¨r Proteine
Das Lo¨sungsmittel enthielt im Mischungsverha¨ltnis 90:10 die Komponenten H2O und D2O.
Der pH-Wert wurde bei 23 ◦C auf pH 4.6 mit 0.1 g/10 mL Natriumdihydrogenphosphat
eingestellt.
7.1.2 Streckapparatur
Die verwendete Streckapparatur wurde von Kuchel et al. eingefu¨hrt und von Kummerlo¨we
et al. weiterentwickelt.115,119 Die Justierung des Schlauches in verschiedenen Positionen
ermo¨glicht es, Gele regulierbar zu strecken oder zu stauchen (s. Abbildung 7.1, Bild 2).
Dadurch la¨sst sich der Grad der Orientierung bei jeder Probe im gewu¨nschten Maß ein-
stellen und vera¨ndern. Der prinzipielle Aufbau der Streckapparatur setzt sich aus einem
NMR-Standardro¨hrchen mit abgeschliffenem Boden, einem Stu¨ck Silikonschlauch, einem
Teflonstopfen und einer Fixierung zusammen (s. Abbildung 7.1, Bild 1).
Abbildung 7.1: Darstellung des Aufbaus der Streckapparatur (1) und der Streckungen des
verwendeten Silikonschlauchs bei unterschiedlichen Extensionsfaktoren (2).
7.2 Gelpra¨parationsmethode 1
Es wurden zwei Protokolle zur Herstellung von Gellan Gum Gelen als Orientierungsmedi-
um in dieser Arbeit verwendet. Das erste Protokoll ist an die literaturbekannte Proben-
pra¨paration fu¨r die Herstellung von Gellan Gum Gelen mit einer Konzentration bis 1.5%
angelehnt.133 Auf diese Weise ko¨nnen ebenfalls Gele mit einem DMSO-Anteil von bis zu
60% hergestellt werden. Bei Gelen mit einem Gehalt an DMSO von u¨ber 60% werden fu¨r
die Pra¨paration getrocknete Gellan-Gum-Polymersta¨bchen eingesetzt (s. Abschnitt 7.3,
7.4 und 7.5). Im Folgenden wird die Gelpra¨parationsmethode 1 beschrieben.
• Beide Gellan-Gum-Komponenten (HA/LA) werden in einem Eppendorftube gleich-
ma¨ßig in kaltem D2O bzw. der entsprechenden Mischung D2O/DMSO-d6 durch-
mischt
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• Das Eppendorfgefa¨ß wird auf 90 ◦C in einem Heizblock erhitzt und immer wieder
geschu¨ttelt (Vorsicht heiß; Deckel kann sich o¨ffnen), um das Gellan Gum gleichma¨ßig
zu verteilen
• Zeitgleich wird die Streckapparatur bis auf die Fixierung und den Teflonstopfen im
Trockenschrank ebenfalls auf 90 ◦C erhitzt
• Die flu¨ssige Mischung wird mittels einer Einwegspritze zu¨gig in den Silikonschlauch
gefu¨llt, dieser mit einem Teflonstopfen versehen und die Streckapparatur aufgebaut
• Anschließend wird sie an beiden Enden mit Teflonband umwickelt, um das Verduns-
ten des Lo¨sungsmittels zu verhindern
• Die Streckapparatur wird dann abwechselnd im Trockenschrank erhitzt und anschlie-
ßend kurz zentrifugiert, um Luftblasen zu entfernen
• Nachdem das Gemisch Blasenfrei ist, wird die Probe mit einer Salz-Lo¨sung u¨ber-
schichtet (100 mM NaCl oder 50 mM MgCl2 als Endkonzentration im Gel)
• Die Probe wird dann fu¨r 12 h bei 4 − 8 ◦C gelagert, um die Gelierung zu gewa¨hr-
leisten, welche bei der LA-Komponente u¨ber die Zugabe von Kationen, bei der HA-
Komponente u¨ber die Abku¨hlung erfolgt.
Die Gele wurden direkt nach der Gelierung verwendet. Temperaturstabile Substanzen (bis
95 ◦C) ko¨nnen vor der Pra¨paration in D2O gelo¨st werden oder nach der Gelierung in das
Gel durch U¨berschichtung mit anschließender Zentrifugation (≤ 2000 rpm) eingebracht
werden. Es ist bekannt, dass die Zugabe von großen Mengen an Sucrose, Proteinen oder
Aminosa¨uren die Gelelastizita¨t erho¨ht. Dementsprechend wird das Gel, je nach Menge des
zu untersuchenden Moleku¨ls, voraussichtlich ebenfalls elastischer.
7.3 Gelpra¨parationsmethode 2
Die zweite Gelpra¨parationmethode wurde in dieser Arbeit entwickelt, wobei Gele nun
mit Konzentrationen >1,5% pra¨pariert werden ko¨nnen. Die Gellan-Gum-Gele ko¨nnen ent-
weder direkt nach der Gelierung verwendet werden oder sie dienen der Herstellung von
Sta¨bchen. Temperaturstabile Substanzen (bis 90 ◦C) ko¨nnen vor der Pra¨paration im Lo¨-
sungsmittel, temperaturinstabile nach der Gelierung durch Zentrifugation (bis 120 min
≤ 2800 rpm) oder durch Quellen der Sta¨bchen in Lo¨sung eingebracht werden. Die Pra¨pa-
rationsmethode ist fu¨r Gellan-Gum-Konzentrationen von 1.2 % bis 40% geeignet. Sie kann
mit DMSO-Konzentrationen von bis zu 60% durchgefu¨hrt werden. Fu¨r die Verwendung
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von 100% DMSO werden die Sta¨bchen in 100% DMSO gequollen. Im Folgenden wird die
Gelpra¨parationmethode 2 na¨her beschrieben.
• Beide Gellan-Gum-Komponenten werden in einem Eppendorftube abgewogen und
auf ein Stu¨ck Parafilm gegeben (s. Abbildung 7.2, Bild 1)
• Das Pulver wird im trockenen Zustand gemischt und vorsichtig mit der Menge an
H2O (zur Sta¨bchenherstellung), D2O oder der Mischung D2O/DMSO-d6 u¨berzogen
(s. Abbildung 7.2, Bild 2)
• Es folgt das Vermengen der Masse mit einem Spatel. Eine gute Durchmischung ist
notwendig, damit beide Komponenten homogen im Gel vorliegen (s. Abbildung 7.2,
Bild 3).
• Die Mischung wird mithilfe des Spatels in eine Einmalspritze (1 mL) gefu¨llt und in
den Silkonschlauch gepresst (s. Abbildung 7.2, Bild 4 und 5)
• Anschließend wird die Streckapparatur aufgebaut und mit Teflonband versehen, um
ein Austrocknen zu verhindern (s. Abbildung 7.2, Bild 6 und 7)
• Die Streckapparatur wird zwischen 30 bis 120 min, je nach Gelkonzentration zentri-
fugiert (2000 rpm; Vorsicht, Glas kann brechen), um Blasen zu entfernen (s. Abbil-
dung 7.2, Bild 8)
• Nachdem das Gemisch blasenfrei ist, wird die Probe je nach Gellan-Gum-Gesamt-
konzentration fu¨r ca. 5 bis 30 min in den Trockenschrank bei 90 ◦C gestellt. Bei
diesem Schritt ist es wichtig, die Probe immer wieder zu kontrollieren, da durch das
Erhitzen Blasen im Gel entstehen ko¨nnen.
• Sobald die Probe erhitzt und blasenfrei ist, wird sie mit einer MgCl2-Lo¨sung u¨ber-
schichtet. Bei Gelen bis 10% wird eine Konzentration von 100 mM NaCl oder 50 mM
MgCl2 verwendet. Bei Gelen u¨ber 10% wird eine Konzentration von 200 mM NaCl
oder 100 mM MgCl2 eingesetzt (s. Abbildung 7.2, Bild 9)
• Die Probe wird anschließend fu¨r 12 bis 168 h (je nach Konzentation) bei 4 − 8 ◦C
gelagert, um die Gelierung zu gewa¨hrleisten
• Die verwendeten Mischungsverha¨ltnisse sind in Tabelle 1 angegeben
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Abbildung 7.2: In neun Bildern wird schrittweise die Pra¨parationsmethode fu¨r die Herstel-
lung von Gellan-Gum-Polymersta¨bchen beschrieben (s. Abschnitt 7.3)
Tabelle 7.2: U¨bersicht u¨ber die Mischungsverha¨ltnisse, welche in dieser Arbeit hauptsa¨ch-
lich verwendet wurden. Das Mischungsverha¨ltnis bezieht sich auf LA/HA.
Die Mischungsverha¨ltnisse wurden nicht bei allen prozentualen Gewichtsan-
teilen durchgefu¨hrt, da die Gele je nach Mischungsverha¨ltnis (MV/[mg/mL])
zu spro¨de oder zu weich wurden. Die Proben wurden jeweils mit 500 µL D2O,
D2O/DMSO-d6 oder H2O angesetzt.
MV [%] 1:12 [mg] 1:16 [mg] 1:20 [mg]
2.5 0.96:11.54 0.74:11.76 –
5 1.92:23.08 1.48:23.52 –
7.5 2.88:43.62 2.22:35.28 1.8:35.7
10 3.84:46.16 2.96:47.04 2.4:47.6
12.5 – 3.7:58.8 3.0:59.5
15 – 4.44:70.56 3.6:71.4
20 – – 4.8:95.2
30 – – 7.2:142.8
40 – – 9.8:190.4
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7.4 Sta¨bchenpra¨paration
Fu¨r die Herstellung von Gellan-Gum-Sta¨bchen werden die gelierten Gele aus Abschnitt 7.3
zur weiteren Pra¨paration verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten Sta¨bchen enthielten
eine Gellan-Gum-Konzentration von 1.2-40%.
• Die fu¨r die Sta¨bchenherstellung pra¨parierten Gele ko¨nnen anstatt mit D2O, mit
bidestilliertem Wasser angesetzt werden. Die Verwendung von deionisiertem Wasser
ist notwendig, da die Gelierung der LA-Komponente durch Kationen erfolgt, eine
vorherige Zugabe jedoch die Pra¨parationstemperatur auf bis zu 121 ◦C erho¨ht. Durch
eine vorherige Ionenbeimengung kann die Pra¨paration demnach nicht mehr nach den
hier angegebenen Schritten beschrieben werden
• Die Gele werden aus dem NMR-Ro¨hrchen gezogen und der Silikonschlauch der
Streckappartur vorsichtig, ohne das Gel zu bescha¨digen, zerschnitten
• Das Gel wird mithilfe einer Rasierklinge oder Skalpells in die gewu¨nschte Gro¨ße
geschnitten
• Die Gelstu¨cke werden anschließend in ca. 5 mL Methanol gegeben und solange darin
getrocknet bis kein Wasser mehr aus dem Gel tritt (ca. 2 h)
• Das Gel ist nun sehr hart und es muss darauf geachtet werden, dass es bei der nun
folgenden U¨berfu¨hrung in ein Probenglas (1 mL) nicht zerbricht
• Das Gel wird im Gla¨schen bis zur vollsta¨ndigen Trocknung bei Raumtemperatur
getrocknet (1 h bis 2 Tage)
• Das trockene Sta¨bchen kann nun in einem geschlossenen Gefa¨ß bis zur Verwendung
aufbewahrt werden (ca. 6 Monate)
7.5 Probenpra¨paration mit Sta¨bchen
• Die Streckapparatur wird ohne Gel zusammengesetzt und das Sta¨bchen darin plat-
ziert.
• Auf das Gel wird das gewu¨nschte Lo¨sungsmittel (D2O oder DMSO) und die darin
enthaltene Substanz gegeben. Falls D2O verwendet wird, muss eine Endkonzentra-
tion an Kationen von 50 bis 100 mM (je nach Gellan-Gum-Gesamtkonzentration)
zugegeben werden, da durch die Sta¨bchenpra¨paration Ionen zum Teil ausgewaschen
wurden. Die MgCl2 Menge fu¨r die Pra¨paration von DMSO-Gelen betra¨gt 1.2 mg
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MgCl2 in 250 µL DMSO. Ohne die entsprechende Kationenmenge ist das Gel nicht
stabil
• Das Gel wird je nach Stabilita¨t der zu untersuchenden Substanz bei 4 − 25 ◦C ge-
quollen und anschließend in der Streckapparatur verwendet. Die Quellzeit betra¨gt
fu¨r 2%ige Gele ca. 2 h, fu¨r 40%ige bis zu 7 Tage
7.6 Gellan-Gum-Reinigung
Fu¨r die Aufreinigung des Gellan-Gum-Pulvers (HA) wurde eine Vorrichtung aus zwei
Falcon-Tubes verwendet, um durch Siebung die groben Schmutzpartikel zu entfernen. Da-
bei wird ein Siebgewebe mit einer Maschenweite von 150 µm verwendet, wobei das Gellan-
Gum-Pulver nur durch schu¨tteln mithilfe des Vortexers durch das feine Gewebe gesiebt
werden konnte. Im Folgenden wird die Reinigung des Gellan-Gum-Pulvers beschrieben.
• Fu¨r die Vorrichtung werden zwei Falcon Tubes verwendet, wobei bei einem der Bo-
den entfernt und der Deckel mit dem Siebgewebe entsprechend pra¨pariert wird (s.
Abbildung 7.3, Bild 1 und 2)
• Das Gellan Gum Pulver wird vom abgetrennten Boden her in das pra¨parierte Tube
mit eingeschraubtem Siebgewebe gefu¨llt (s. Abbildung 7.3, Bild 3 und 4). Der Deckel
bei diesem Tube wurde mit einem Loch versehen. Darunter wird durch Parafilm das
geo¨ffnete, zweite Falcon-Tube (nicht pra¨pariert) befestigt, so dass zwischen beiden
Tubes das Siebgewebe platziert ist
• Durch Ru¨tteln auf dem Vortexer wird das Pulver durch das Sieb in das untere Tube
geschu¨ttelt
• Das so gereinigte Pulver kann wie oben beschrieben verwendet werden (s. Abschnitt 7.2
und 7.3)
7.7 Substanzru¨ckgewinnung am Beispiel von Ubiquitin
• Das Gel mit dem 15N-markierten Ubiquitin wurde mit U¨berstand in ein 15 mL Tube
u¨berfu¨hrt und mit 15 mL bidestilliertem Wasser aufgefu¨llt
• Anschließend wurde es fu¨r 12 h bei 4− 8 ◦C gelagert
• Der U¨berstand wurde abgenommen, gegen frisches bidestilliertes Wasser ausgetauscht
und fu¨r weitere 2 h bei 4− 8 ◦C gelagert
114
7.8. NMR-Experimente 115
Abbildung 7.3: In vier Bildern wird schrittweise die fu¨r die Aufreinigung verwendete Vor-
richtung gezeigt.
• Das Gel war sichtbar aufgelo¨st, so dass der U¨berstand abzentrifugiert werden konnte
• Die U¨bersta¨nde wurden lyophylisiert, in H2O/D2O (90:10) aufgenommen und NMR
spektroskopisch untersucht
7.8 NMR-Experimente
7.8.1 J -BIRDd,X-HSQC
Die Aufnahme von 2H-1D-Spektren ermo¨glicht die Messung von Deuteriumsignalen der
in der Probe enthaltenen, deuterierten Lo¨sungsmittel. In Proben biologischen Ursprungs
wird hierfu¨r ha¨ufig D2O verwendet. Wird eine Gelprobe gestreckt, erha¨lt das Gelnetzwerk
eine Vorzugsrichtung. Durch diese Vorzugsrichtung werden die im Gel gelo¨sten Substanzen
ebenfalls orientiert. Eine Ausrichtung des D2O im Gelnetzwerk fu¨hrt zu einer quadrupo-
laren Aufspaltung und ist ein Kriterium zur Einscha¨tzung der Verwendbarkeit als Orien-
tierungsmedium.
Strukturinformationen ko¨nnen u¨ber anisotrope und isotrope Parameter gewonnen werden.
Isotrope Parameter sind z. B. skalare Kopplungen wie 1JCH -Kopplungen und werden in
der hochauflo¨senden NMR-Spektroskopie beobachtet. Anisotrope Parameter sind z. B. di-
polare Kopplungen wie 1DCH -Kopplungen, welche in der Festko¨rper-NMR-Spektroskopie
sowie durch eine partielle Orientierung messbar werden. Zur Messung dipolarer Kopp-
lungen werden spezielle Experimente, mit welchen anisotrope Parameter wie RDCs oder
RCSAs erhalten werden, aufgenommen.
Eine Enantiomerenunterscheidung durch Messung von z. B. RDCs kann mithilfe von ge-
streckten, chiralen Gelen erfolgen. Die Enantiomere werden durch eine Vorzugsrichtung
115
116 7. Material und Methoden Teil 2
im Gelnetzwerk ausgerichtet, wobei das jeweilige Enantiomer mit dem chiralen Poly-
merstrang unterschiedlich stark interagiert. Bei unterschiedlichen Extensionsfaktoren, von
chiralen Gelen als Orientierungsmedium, werden J -BIRDd,X -HSQC-Experimente durchge-
fu¨hrt anhand derer nach erfolgreicher Orientierung der Enantiomere unterschiedlich starke
Kopplungen abgelesen werden ko¨nnen. Die skalaren und dipolaren CH-Kopplungen werden
hierbei oft in der indirekten Dimension gemessen, da hier die Linienbreite aufgrund la¨n-
gerer Relaxationszeiten, meist schmaler als in der direkten 1H-Dimension sind. Zusa¨tzlich
zur heteronuklearen Entkopplung ist ein BIRDd,X -Element in der indirekten Dimension
eingebaut, welches weitreichende skalare und dipolare Kopplungen unterdru¨ckt, so dass
eine Auswertung der Spektren mit einem minimalen Multiplett erfolgen kann (s. Abbil-
dung 7.4).
Abbildung 7.4: Darstellung eines J -BIRDd,X -HSQC- Experiments.δ = delay, abha¨ngig von
angewendeten Gradienten; ∆ = 0.5(1TCH)
−1; Phasen: Φ1 = x,−x; Φ3 =
2(x), 2(−x); Φ6 = 4(y), 4(−y); Φrec4 = x,−x; x,−x,−x, x,−x, x.
Die Gradienten mu¨ssen das Verha¨ltnis G1:G2:G3 = 80:30:20.1 fu¨r den fu¨r
Kohlenstoff erfu¨llen
7.8.2 CLIP-HSQC
Fu¨r die Extraktion der dipolaren Kopplungen wurde ein 2D CLIP HSQC-Experiment
verwendet (s. Abbildung 7.5). Die anisotropen Parameter sowohl kleiner Moleku¨le wie
Norcampher sowie von Proteinen wurden gemessen, mithilfe des Simulationsprogramms
PALES die entsprechenden NMR Parameter zuru¨ckberechnet und mit den experimentel-
len Daten verglichen. Dabei wurden neben dem Cornilescu Faktor Q und der Pearson
Korrelation R erhalten.
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Abbildung 7.5: Darstellung eines CLIP-HSQC- Experiments, welches zur Detektion von
rein absorptiven, inphase Signalen von 1TCH Kopplungskonstanten ver-
wendet wird. Phasen: Φ1 = x,−x; Φ2 = 4(x), 4(−x); Φ3 = x, x,−x,−x;
Φ4 = x,−x; Φrec4 = −x, x, x,−x. Die Gradienten mu¨ssen das Verha¨ltnis
G1:G2 = 80:20.1 fu¨r den Kohlenstoffkern erfu¨llen.
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8. Ergebnisse Orientierungsmedien
8.1 Etablierung als Orientierungsmedium
Gellan Gum ist ein hauptsa¨chlich in der Lebensmittelindustrie verwendetes Geliermittel,
welches mit Konzentrationen bis etwa 1.5% benutzt wird. Es besteht aus zwei Komponen-
ten, welche unterschiedliche Geleigenschaften hervorrufen (s. Kapitel 6). In Abha¨ngigkeit
vom Mischungsverha¨ltnis der Komponenten, der Pra¨paration, der Art und Menge an zu-
gegebenen Kationen, sowie der Zugabe von Additiven wie Aminosa¨uren wurden in dieser
Arbeit Gele mit vielfa¨ltigen Eigenschaften als Orientierungsmedium fu¨r die Anwendung in
der hochauflo¨senden NMR-Spektroskopie eingefu¨hrt. Die hier gezeigten Ergebnisse bein-
halten die Einfu¨hrung, Weiterentwicklung und Optimierung von Gellan-Gum-Gelen fu¨r die
Gewinnung von anisotropen NMR-Parametern wie RDCs. Fu¨r die Einstellung der Orientie-
rungssta¨rke wurden die Gele mit einer Streckapparatur, welche eine stufenlose Justierung
der Streckung ermo¨glicht, ausgerichtet. Diese Streckapparatur wurde in vorhergehenden
Arbeiten vorgestellt.119
Gellan-Gum-Gele wurden zuna¨chst als Orientierungsmedium mit einer Mischung von LA:HA
(1:9) und einer Konzentration von 0.6% eingefu¨hrt (s. Abbildung 8.1).133 Problematisch
fu¨r die Orientierung kleiner Moleku¨le war jedoch die geringe Konzentrierbarkeit durch das
herko¨mmliche, lebensmitteltechnische Pra¨parationsverfahren und die daraus resultierende
geringe Orientierungssta¨rke. Ein erster Ansatz, die Orientierungssta¨rke zu erho¨hen, war es,
eine Verbesserung der Gelelastizita¨t durch die Optimierung der Komponentenmischung zu
erreichen. Zu diesem Zweck wurde die Elastizita¨t der Gele bei den Mischungsverha¨ltnissen
1:9 bis 1:20 getestet. Hierfu¨r wurde 1 mL Gel mit den unterschiedlichen Mischungsverha¨lt-
nissen und einer Gesamtkonzentration von 1% Gellan Gum hergestellt, um die Elastizita¨t
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manuell zu u¨berpru¨fen. Des Weiteren wurde die fu¨r eine Orientierung notwendige, geringste
Konzentration an Gellan Gum im Mischungsverha¨ltnis 1:12 getestet. Sie betrug 0.5% mit
einem MgCl2 Gehalt von 1%. Ansa¨tze mit Konzentrationen unter 0.5% im angegebenen
Mischungsverha¨ltnis bilden keine festen Gele, sondern Pasten. Ein Mischungsverha¨ltnis
der Gele von 1:12 bis 1:20 und eine Mindestkonzentration an 0.5% Gellan Gum ist zu
empfehlen, da diese Gele elastischer sind und dadurch wa¨hrend der Anwendung weniger
reißen. Das Mischungsverha¨ltnis sollte an die Gellan-Gum-Gesamtkonzentration angepasst
werden. Je ho¨her die Gesamtkonzentration an Gellan Gum gewa¨hlt wird, desto ho¨her soll-
te der HA-Anteil sein, da dieser fu¨r die Elastizita¨t notwendig ist. Je niedriger jedoch die
Konzentation der Gele ist, desto wichtiger ist eine Erho¨hung des Anteils an LA, da dieser
fu¨r die Stabilita¨t und Festigkeit verantwortlich ist. Die in dieser Arbeit verwendeten Ge-
samtkonzentrationen mit den Mischungsverha¨ltnissen sind dem Kapitel 7 zu entnehmen.
Abbildung 8.1: Gezeigt sind 1D 2H Spektren eines Gellan-Gum-Gels nach unterschiedli-
chen Streckungen. Die jeweiligen Kopplungen wurden bei den Extensions-
faktoren Ξ = 0 (0 Hz), Ξ = 0.29 (0 Hz), Ξ = 0.71 (2.4 Hz) und Ξ = 1.02
(3.7 Hz) detektiert.133
8.1.1 Messungen kleiner bis mittelgroßer Moleku¨le
Fu¨r die Optimierung der Orientierungseigenschaften wurde eine Pra¨parationsmethode ent-
wickelt, welche Gele mit bis zu 40% Gellan Gum ermo¨glichte. Mithilfe dieser Gele konnte
eine ho¨here Orientierungssta¨rke erreicht und eine Unterscheidung des Enantiomerengemi-
sches L-/D-Alanin (2:1) durchgefu¨hrt werden. Die Pra¨paration wurde anhand der 2. Pra¨-
parationsvorschrift mit einer Gelkonzentration von 10% durchgefu¨hrt. Mithilfe dieser Mi-
schung von L-Alanin und D-Alanin wurde schon zuvor gezeigt, dass eine Enantiomerendis-
kriminierung in Gelatine und Kollagen nach einer entsprechenden Orientierung stattfindet.
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Abbildung 8.2: Gezeigt sind 1D 2H Spektren von unterschiedlich stark konzentrierten
Gellan-Gum-Proben, welche in deuteriertem Wasser gequollen sind. In den
Bildern 1 bis 3 nimmt mit steigender Konzentration (2.5%, 7.5%, 12.5%)
auch die quadrupolare Aufspaltung (15 Hz, 57 Hz, 81 Hz) bei gleichen
Extensionsfaktoren zu
Da Gellan-Gum-Gele ebenfalls eine chirale U¨berstruktur besitzen, konnten die Enantiome-
re durch ihre unterschiedlichen Orientierungseigenschaften u¨ber J -BIRDd,X Experimente
erfolgreich separiert werden (s. Kapitel 10).120,132,147
Bei den bis dahin hergestellten Gelen konnte die zu untersuchende Substanz entweder vor
der Pra¨paration in Lo¨sung eingebracht oder nachtra¨glich durch U¨berschichtung der Probe
in das Gel zentrifugiert werden. Diese Art der Pra¨paration konnte jedoch nur bei tempe-
raturstabilen Substanzen oder konzentrierten Lo¨sungen durchgefu¨hrt werden. Sie schloss
somit temperaturinstabile und gering konzentrierbare Proben zur Untersuchung aus. Eine
Erweiterung der Methode machte die Herstellung von getrockneten Sta¨bchen notwendig,
welche auch nach der Trocknung ihre Quell- und Orientierungseigenschaften behielten.
Die Trocknung der Gele direkt nach der Pra¨paration an der Luft, ergab jedoch Sta¨bchen,
welche nicht wieder quollen. Erst eine Trocknung der Gele in Methanol ermo¨glichte die
Herstellung von Sta¨bchen, welche nach der Verdunstung des Methanols wieder in D2O
und DMSO quollen (s. Kapitel 7).
Eine weitere Schwierigkeit war die Inhomogenita¨t der Gele. Hiermit ist die Ungleichma¨ßig-
keit der Gelbildung durch in dem Geliermittel befindliche Partikel gemeint. Trotz verbes-
serter Elastizita¨t durch die Optimierung des Komponenten-Mischungsverha¨ltnisses rissen
die Gele ha¨ufig wa¨hrend der Streckung bzw. bei der Messung. Weiterhin beeintra¨chtigte
die ho¨here Konzentrierung die Homogenita¨t der Gele insoweit, dass eine deutliche Ver-
breitung der NMR Signale detektiert wurde. Da der Hersteller keine fremdpartikelfreie
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Variante anbieten konnte, wurde eine Methode zur Reinigung durch Sieben des Pulvers
von groben Bestandteilen eingefu¨hrt (s. Kapitel 7). Hierfu¨r ist ein spezielles Siebgewebe
mit einer Porengro¨ße von 150 µm notwendig. Die erhaltenen Gele zeigten eine Verbesse-
rung hinsichtlich der Elastizita¨t und Orientierungssta¨rke. Des Weiteren war die Streckung
nun auch reversibel, da die Gele nicht mehr rissen.
8.1.2 Temperatur- und pH-Wert-Stabilita¨t
Ein wie Gellan Gum ebenso einfach zu pra¨parierendes, chirales Orientierungsmedium ist
Gelatine. Diese hat jedoch den Nachteil, dass sie eine niedrige Schmelztemperatur besitzt
und die Unterscheidung von Enantiomeren bei Messungen u¨ber 35 ◦C nicht mo¨glich ist.
Aus diesem Grund wurde e-Gelatine entwickelt, eine mit beschleunigten Elektronen ver-
netzte Gelatine, welche selbst bei ho¨heren Temperaturen bis 55 ◦C u¨ber kurze Zeit stabil
bleibt. Die Herstellung ist jedoch aufwendig und im Vergleich zu Gellan-Gum-Gelen mit
hohen Kosten verbunden.145 Daher wurden Gellan-Gum-Sta¨bchen auf ihre Temperatur-
und pH-Wert-Stabilita¨t hin u¨berpru¨ft. Da Gellan Gum nach Ausgelieren mit Salz eine ho-
he Schmelztemperatur aufweist (121 ◦C) wurde es auf das Orientierungsverhalten wa¨hrend
einer Erhitzung von 20 auf 60 ◦C hin getestet.155 Fu¨r diesen Test wurde ein Enantiome-
rengemisch aus 1 M L-/D-Prolin (1:2; w:w) in einer D2O-Lo¨sung mit NaOH pra¨pariert
(pH 11). Diese Lo¨sung wurde auf ein 10% Gellan-Gum-Sta¨bchen (1:16) gegeben und zwei
Tage bei 4 − 8 ◦C zur Quellung gelagert. Das Gel wurde mittels Silikonschlauch bis zu
einer quadrupolaren Aufspaltung von ∆vQ =102 Hz gestreckt und nacheinander zweimal
in einem Intervall von 5 ◦C auf 60 ◦C erwa¨rmt und wieder abgeku¨hlt. Die Temperatur
wurde vor jedem Start einer Messung fu¨r 10 min konstant gehalten, um eine entsprechen-
de A¨quilibrierung zu gewa¨hrleisten. Anschließend wurden 2H-1D-Spektren aufgenommen,
die quadrupolaren Kopplungen bestimmt und gegen die Temperatur aufgetragen. Das Gel
zeigte sich a¨ußerst stabil und blieb im Orientierungsbereich konstant, wobei bei Abku¨hlung
eine a¨hnliche Ausgangskopplungssta¨rke erreicht wurde. Das Gel ist demnach temperatur-
stabil. Die gemessene Verringerung der Kopplungen wa¨hrend einer Erwa¨rmung hat ihre
Ursache in der Brownschen Molekularbewegung.158 Das Gel wurde bei einem pH-Wert von
11 angesetzt und anschließend erhitzt, um dessen Stabilita¨t zu u¨berpru¨fen. Trotz dieser
extremen Bedingungen blieb das Gel stabil, so dass eine Enantiomerenunterscheidung von
L-/D-Prolin (nicht gezeigt) und L-/D- Alanin (nicht gezeigt) gelang.
Die Proben fu¨r die Messung von Ubiquitin wurden in einem Puffer mit einem pH-Wert
von 4.6 angesetzt und waren u¨ber Wochen stabil, so dass mehrere Messungen durchgefu¨hrt
werden konnten. Allerdings findet unter sauren pH-Werten ab pH 3,5 eine Hydrolyse von
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Gellan Gum statt, so dass eine Messung in Lo¨sungen mit einem pH-Wert <pH 3.5 nicht
mo¨glich sind.155
Abbildung 8.3: Diskriminierung von L-/D-Prolin in einem 10% Gellan-Gum-Gel. Das Gel
wurde in einem Intervall von 5 ◦C auf 60 ◦C erwa¨rmt und wieder auf 20 ◦C
abgeku¨hlt. Dies wurde wiederholt und die dipolaren Restkopplungen gegen
die Temperatur aufgetragen. Die erste Erwa¨rmung ist blau, die erste Ab-
ku¨hlung helllila, die zweite Erwa¨rmung schwarz und die zweite Abku¨hlung
dunkellila markiert
Abbildung 8.4: 2D 1H 13C J -BIRDd,X -HSQC-Spektrum von L- und D-Alanin in 10% Gel-
lan Gum. Durch unterschiedliche Orientierungen im Gel konnten die beiden
Enantiomere voneinander getrennt detektiert werden.
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8.1.3 Lo¨sungsmitteleigenschaften
Um die Quelleigenschaften von Gellan-Gum-Sta¨bchen zu u¨berpru¨fen, wurden diese in ver-
schiedenen Lo¨sungsmitteln gequollen. Wa¨hrend die Sta¨bchen in Cyclohexan, THF, Chlo-
roform, Ethanol, Aceton, Methanol, Acetonitril, DMF und Ethylenglycol nicht quollen,
konnte in DMSO und D2O eine Quellung beobachtet werden.
Fu¨r weitere Untersuchungen zu den Orientierungseigenschaften der Gele in DMSO wur-
de Norcamphor gewa¨hlt. Norcamphor ist ein kleines, bicyclisches Moleku¨l, welches ha¨ufig
als Testmoleku¨l in der Strukturberechnung Verwendung findet. Fu¨r diese Messung wurde
ein 15%iges Gellan-Gum-Gel (1:16) mit 1.2 mg MgCl2 und 1 M Norcamphor angesetzt
und fu¨r sieben Tage zur Quellung bei RT gelagert. Nach Aufnahme eines CLIP-HSQC
wurden die RDCs abgelesen, u¨ber PALES mit einer geometrieoptimierten Modellstruktur
verglichen und anschließend zuru¨ckberechnet (s. Abbildung 8.5). Aus den Daten wurde die
Pearson-Korrelation R2 mit 0.96 und der Cornilescu-Faktor Q mit 0.121 erhalten.
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Abbildung 8.5: Gezeigt sind die gewonnenen Strukturinformationen des Testmoleku¨ls Nor-
campher
8.1.4 Messungen von Makromoleku¨len
Die Verwendung von Orientierungsmedien fu¨r Makromoleku¨le ist ein wichtiger Aspekt der
Strukturaufkla¨rung im Bereich der hochauflo¨senden NMR Spektroskopie. Jedoch ist die
hohe Mindestkonzentration der ga¨ngigen Geliermittel (Gelatine, Carrageen usw.) ha¨ufig
hinderlich fu¨r die Auswertung, da die Orientierungsta¨rke zu hoch ist. Da Gellan Gum
in sehr geringen Mengen (0.5%) als Orientierungsmedium verwendet werden kann, wur-
den die Eigenschaften fu¨r die Orientierung großer Moleku¨le wie Proteine untersucht. Eine
weitere positive Eigenschaft ist, dass Gellan Gum kein Protein ist und damit Interaktio-
nen und Signalu¨berlagerungen mit den zu untersuchenden Proteinen gering sind. Auch
bei Gelatine wurde die Eigenschaft als Orientierungsmedium fu¨r Proteine (Hyaluronidase,
Cytochrom c) untersucht, jedoch konnten in keinem Experiment aufgrund breiter NMR-
Signale verwertbare Daten gewonnen werden. Danach wurde optisch getestet, ob das in-
tensiv rote Cytochrom c in das Gellan-Gum-Gel durch Zentrifugieren eindringen kann (s.
Abbildung 8.6).
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Abbildung 8.6: Durch Zentrifugation konnte beobachtet werden, wie Cytochrom c (11 kDa)
schrittweise innerhalb von etwa 60 min in das pra¨parierte Gellan-Gum-Gel
diffundierte.
Des Weiteren wurde 15N markiertes Ubiquitin in einem 2%igen Gellan Gum Gel gemessen
(FAST HSQC) und die zuru¨ckberechneten RDCs gegen die gemessenen aufgetragen (s.
Abbildung 8.7).
Als na¨chster Schritt wurde ein Gel mit einer Gesamtkonzentration von 2% mit Hyaluro-
nidase (19.8 mg/250 µL Puffer; 54 kDa) angesetzt und die Qualita¨t der Signale beurteilt
(s. Abbildung 8.8). Durch eine zu starke Orientierung der Proteine kann es zu stark ver-
breiterten Signalen kommen, so dass eine Auswertung erschwert oder nicht durchfu¨hrbar
wird. Die Orientierung durch Gellan Gum ist jedoch wie bereits erwa¨hnt auch schwach jus-
tierbar, da es Gele mit einer Gesamtkonzentration von 0.5% ausbildet. Dadurch wurden
fu¨r Hyaluronidase Linienbreiten erreicht, bei denen die residualen Parameter mit einem
akzeptablen Fehlerbereich abgelesen werden konnten. Eine weitere, nu¨tzliche Eigenschaft
von Gellan Gum ist, dass es bei Entzug der Kationen durch Quellung die intermolekulare
Struktur zersto¨rt wird, und die zu untersuchende Substanz zuru¨ckgewonnen werden kann.
Am Beispiel des 15N markierten Ubiquitins wurde gezeigt, dass etwa 80% der eingesetzten
Menge an Ubiquitin wieder aus dem Gel extrahiert werden konnten. Die so erhaltenen
Substanzen ko¨nnen fu¨r weitere Untersuchungen verwendet werden.
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Abbildung 8.7: Gezeigt sind die erhaltenen Daten der NMR-Messungen an dem 15N-
markierten Testmoleku¨l Ubiquitin. Durch die Gegenu¨berstellung der zu-
ru¨ckberechneten und experimentellen RDCs wurde ein Korrelationsfaktor
R2 von 0.96 erhalten. Die jeweiligen Kopplungen aus der isotropen (gru¨n)
und anisotropen (schwarz) Probe sind dem Kapitel 10 zu entnehmen.
Abbildung 8.8: Nach entsprechender Pra¨paration konnte Hyaluronidase mit natu¨rlicher
Ha¨ufigkeit in einem 1H 13C CLIP-HSQC-Experiment detektiert und resi-
duale, dipolare Kopplungen abgelesen werden.
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8.1.5 Diskussion
Die Mo¨glichkeit Gellan Gum fu¨r die Anwendung als Orientierungsmedium in der hochauf-
lo¨senden NMR-Spektroskopie verwenden zu ko¨nnen, wurde bereits in einer ersten Arbeit
vero¨ffentlicht.133 In der hier vorgestellten Arbeit wurde Gellan Gum fu¨r eine breite Anwen-
dung als Orientierungsmedium fu¨r kleine Moleku¨le bis hin zu Makromoleku¨len erforscht
und optimiert. Die bisher bekannten, sowie weitere Eigenschaften konnten besta¨tigt, er-
forscht und fu¨r die Verwendung als Orientierungsmedium genutzt werden.
Kleine Moleku¨le beno¨tigen eine ho¨here Orientierungssta¨rke als Makromoleku¨le, welche wie-
derum ha¨ufig mit einer ho¨heren Konzentrierbarkeit des Gelbildners einhergeht.112,159,160
Eine neu entwickelte Pra¨parationsmethode ermo¨glichte es, Gele mit Konzentrationen bis
zu 40% herzustellen. Diese hochkonzentrierten Gele waren die Voraussetzung fu¨r die Ver-
wendung von Gellan Gum als Orientierungsmedium fu¨r kleine Moleku¨le, da die in der
Industrie verwendete Methode lediglich Konzentrationen bis 1.5% zuließen. Mithilfe die-
ser neuen Pra¨parationsmethode konnte im Folgenden erstmals die Eigenschaft als chirales
Orientierungsmedium festgestellt werden, indem die Unterscheidung von Enantiomeren
mittels anisotroper NMR-Parameter wie RDCs durchgefu¨hrt wurde. Insbesondere diese
Eigenschaft zur Unterscheidung von Enantiomeren ist ein wichtiges Ziel in der Entwick-
lung von Orientierungsmedien.
Es zeigte sich im Verlauf der Arbeit, dass sich die Inhomogenita¨t der Gele negativ auf die
Orientierungssta¨rke und die Qualita¨t der Spektren auswirkte. Diese wurde durch grobe
Verunreinigungen und stauba¨hnliche Partikel vor allem im HA-Gellan Gum hervorgeru-
fen. Der Ansatz, dieses Problem zu lo¨sen, war die Reinigung des Pulvers durch Siebung
mithilfe eines in der Mehlherstellung verwendeten feinmaschigen Siebgewebes. Nach der
Siebung zeigten die Gele eine deutliche Verbesserung der Elastizita¨t in dem Sinne, dass sie
nicht mehr rissen und somit mehrfach gestreckt und gemessen werden konnten. Zusa¨tzlich
nahm die Orientierungssta¨rke vermutlich wegen der nun ho¨heren Konzentration an reinem
Gellan Gum zu.
Des Weiteren konnte die Temperatur- und pH-Wertstabilita¨t der hier eingefu¨hrten Mi-
schungsverha¨ltnisse besta¨tigt werden. Hierbei wurde beobachtet, dass das Gel bei 60 ◦C
und einem pH-Wert von 11 das Potenzial der Enantiomerendiskriminierung beibeha¨lt. Das
Gel zeigt nach der ersten Erwa¨rmung eine Stabilisierung der Gelstruktur, welche anhand
der stabilen Ho¨he der Kopplung bei 20 ◦C abzulesen war.
Die Orientierung von Makromoleku¨len beno¨tigt, anders als bei kleinen Moleku¨len, eine
schwache Orientierungssta¨rke. Bedingt durch die sehr geringe Konzentration, welche bei
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Gellan Gum fu¨r die Pra¨paration eines Gels beno¨tigt wird, konnte es ebenfalls fu¨r die Unter-
suchung großer Moleku¨le wie Proteine eingesetzt werden. Gellan Gum ist mit Collagen das
bislang am geringsten konzentrierbare gel-basierte Orientierungsmedium.132,148,149,159 Das
Gel kann durch den geringen Gewichtsanteil als grobmaschiger beschrieben werden, wobei
nach dieser Vorstellung eine große Netzwerkporengro¨ße fu¨r die Untersuchung notwendig
ist. Makromoleku¨le wu¨rden in einem zu engen Netzwerk zu stark ausgerichtet werden.
Bisher sind vor allem Polyacrylamid und negativ geladene Pf1-Phagen sowie Polyacryla-
te fu¨r die Analyse von Proteinen bekannt.135,142–144,161 Des Weiteren sind Proteine oft
instabil in Bezug auf Temperatur, abbauende Enzyme oder Mikroorganismen und die Dif-
fusion in ein hochkonzentriertes Polymergel wu¨rde zuviel Zeit in Anspruch nehmen. Die
Entwicklung einer schnellen Pra¨paration wurde daher angestrebt. Die Gelpra¨paration mit
Sta¨bchen dauert, bedingt durch die kurze Quellzeit bei geringkonzentrierten Sta¨bchen bis
2%, lediglich 2 h. Zudem kann die Pra¨paration auch mit sauren Proteinlo¨sungsmitteln bis
pH 4.6 durchgefu¨hrt werden, ohne dass die Geleigenschaften beeintra¨chtigt werden. Das
Gel bleibt ca. vier Wochen stabil und kann mehrfach gemessen werden. Durch die Herstel-
lung von Sta¨bchen konnten auch bereits gelo¨ste, instabile Substanzen, untersucht werden.
Dies ermo¨glichte ein einfaches und schnelles Pra¨parieren der Gele durch Quellen im bereits
gelo¨sten Substanzgemisch bei Temperaturen zwischen 4−25 ◦C. Weiterhin konnte eine gute
Quellung der Gele in 100% DMSO festgestellt werden, wodurch das Orientierungsmedium
zuku¨nftig auf weitere interessante Substanzklassen angewendet werden kann.
Das Projekt wurde zusammen mit Dr. Christian Merle durchgefu¨hrt, der mich bei den
Berechnungen mit PALES bzw. bei der Strukturanalyse unterstu¨tzte.
129

9. Zusammenfassung Teil 2
Durch die Entwicklung und Etablierung neuer Orientierungsmedien ko¨nnen anisotrope
NMR-Parameter wie dipolare Restkopplungen oder chemische Verschiebungsanisotropien
als zusa¨tzliche Strukturinformationen gewonnen werden. Hierfu¨r wurden 2D-Spektren wie
das CLIP-HSQC (clean-in-phase HSQC), J -BIRDd,X HSQC (bilinear rotation decoupling
HSQC) und FAST HSQC aufgenommen.162–164 Mithilfe dieser Experimente wurden so-
wohl die anisotropen NMR Parameter fu¨r kleine bis mittelgroße Moleku¨le, als auch fu¨r
Proteine wie Ubiquitin gemessen. Die Orientierungssta¨rke wurde hierbei durch eine Stre-
ckung der Probe mittels Kalrez®- oder Silikonschlauchs durchgefu¨hrt. Die hierfu¨r einge-
setzten, gelbasierten Medien sind jedoch durch ihren molekularen Aufbau bzw. ihr Quell-
und Lo¨sungsverhalten auf die Untersuchung bestimmter molekularer Strukturen begrenzt.
So besitzen nur wenige wie Gelatine oder Kollagen die Eigenschaft, durch ihre chirale
U¨berstruktur Enantiomere erfolgreich zu diskriminieren. Jedoch weisen auch diese Ein-
schra¨nkungen hinsichtlich des Kosten- und Arbeitsaufwands bzw. der Temperatur- und
pH-Wert-Stabilita¨t auf.141,145,149,155,165 Daher wurde in dieser Arbeit das aus der Lebens-
mittelindustrie bekannte Geliermittel Gellan Gum als Orientierungsmedium zur Gewin-
nung anisotroper NMR-Parameter eingefu¨hrt und optimiert. Die bereits bekannten, fu¨r
die Anwendung als Orientierungmedium nu¨tzlichen Eigenschaften umfassen die variablen
Geleigenschaften (spro¨de, elastisch) der beiden Komponenten, die sehr geringe Konzentra-
tion, welche zur Gelbildung beno¨tigt wird, die Thermo- sowie die pH-Wert-Stabilita¨t.155
Diese Eigenschaften konnten fu¨r die Verwendung als Orientierungsmedium genutzt wer-
den und somit ein weiteres, vielseitiges Orientierungsmedium zur Untersuchung von kleinen
(<1 kDa) bis großen (<60 kDa) Moleku¨le etabliert werden. Zudem wurden weitere Eigen-
schaften wie die Quelleigenschaften in DMSO und die Diskriminierung von Enantiomeren
131
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festgestellt. In Zukunft ko¨nnen Gellan Gum Polymere im Bereich der Strukturanalyse von
Makromoleku¨len wie Proteinen eingesetzt werden, so dass auch in diesem Bereich ein wei-
teres Orientierungsmedium zur Gewinnung von Strukturinformationen eingesetzt werden
kann.
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10.1 Abku¨rzungsverzeichnis
1D, 2D ein-/zweidimensional
BIRD bilinear rotation decoupling
bzgl. bezu¨glich
c Kontrolle
C Kohlenstoff
CLIP/CLAP clean inphase/antiphase
cpm2 Coleoptile photomorphogenesis 2
D dipolare Kopplung
Da Dalton
DMF N,N -Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DS dummy scans
e− Elektron
gem. gemessen
H Wasserstoffatom
H2O Wasser
Heb hebiba
133
134 10. Anhang
hebiba Japanisch fu¨r Schlangenblatt, Oryza sativa L. cv Nihonmasari
HPLC high pressure liquid chromatography
HSQC heteronuclear single quantum coherence
Hz Hertz
Q Cornilescu Faktor
IP/AP inphase/antiphase
J skalare Kopplung
JRES J-aufgelo¨ste Spektroskopie
m Meter
M molar
MD Moleku¨ldynamik
MeOH Methanol
MHz Megahertz
mL Milliliter
mM millimolar
mmol millimol
N Stickstoff
NMR nuclear magnetic resonance
NOE nuclear Overhauser effect
NOESY nuclear Overhauser enhancement spectroscopy
O Sauerstoff
PCA principle component analysis
PLS partial least square
ppm parts per million
R Pearson Korrelationskoeffizient
RCSA residual chemical shift anisotropy
RDC residual dipolar coupling
RF Radiofrequenz
RQC residual quadrupolar coupling
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s Salz
s. siehe
SOP standard operating procedure, Standardarbeitsanweisung
TSP Trimethylsilylpropionat
TOCSY total correlation spectroscopy
u. a. unter anderem
UV ultraviolett
WT Wildtyp
z. B. zum Beispiel
◦C Grad Celsius
δ chemische Verschiebung
∆νQ quadrupolare Aufspaltung
µL Mikroliter
µM mikromolar
ν Frequenz
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10.2 Aminosa¨uren
Tabelle 10.2: Temperatutmonitoring von L-/D-Prolin bei einem pH-Wert von 11
T/[K] 2*1TCδHδ/[Hz] ∆
1T/[Hz]
L-Prolin D-Prolin
293 273.1 ± 1.6 301.6 ± 0.1 28.5 ± 1.60
298 276.7 ± 0.2 300.7 ± 0.1 24.0 ± 0.22
303 279.3 ± 0.2 301.4 ± 0.5 22.1 ± 0.54
308 281.0 ± 0.1 301.7 ± 0.1 20.7 ± 0.14
313 283.0 ± 0.1 302.1 ± 0.1 19.1 ± 0.14
318 284.6 ± 0.1 302.4 ± 0.6 17.8 ± 0.61
323 286.2 ± 0.2 302.3 ± 0.4 16.1 ± 0.45
328 287.5 ± 0.3 302.0 ± 0.3 14.5 ± 0.42
333 288.7 ± 0.2 302.5 ± 0.3 13.8 ± 0.36
328 287.8 ± 0.4 302.8 ± 0.1 15.0 ± 0.41
323 286.4 ± 0.3 302.1 ± 0.3 15.7 ± 0.42
318 284.8 ± 0.1 302.6 ± 0.1 17.8 ± 0.14
313 283.2 ± 0.3 302.4 ± 0.2 19.2 ± 0.36
308 281.3 ± 0.5 301.7 ± 0.2 20.4 ± 0.54
303 279.5 ± 0.4 301.8 ± 0.1 22.3 ± 0.41
298 277.5 ± 0.2 300.9 ± 0.4 23.4 ± 0.45
293 275.5 ± 0.6 300.0 ± 0.1 24.5 ± 0.61
298 277.1 ± 0.1 300.8 ± 0.4 23.7 ± 0.41
303 279.2 ± 0.2 300.9 ± 0.2 21.7 ± 0.28
308 281.5 ± 0.5 301.6 ± 0.2 20.1 ± 0.54
313 283.1 ± 0.5 302.1 ± 0.1 19.0 ± 0.51
318 284.8 ± 0.5 301.8 ± 0.3 17.0 ± 0.58
323 286.2 ± 0.2 302.3 ± 0.3 16.1 ± 0.36
328 287.5 ± 0.1 301.7 ± 0.5 14.2 ± 0.51
333 289.0 ± 0.1 302.1 ± 0.7 13.1 ± 0.71
328 287.7 ± 0.1 302.1 ± 0.2 14.4 ± 0.22
323 285.7 ± 0.3 302.6 ± 0.4 16.9 ± 0.50
318 284.9 ± 0.2 301.7 ± 0.3 16.8 ± 0.36
313 283.4 ± 0.4 301.3 ± 0.1 17.9 ± 0.41
308 281.3 ± 0.1 301.1 ± 0.4 19.8 ± 0.41
303 279.5 ± 0.2 301.6 ± 0.3 22.1 ± 0.36
298 277.1 ± 0.4 301.0 ± 0.1 23.9 ± 0.41
293 274.5 ± 0.1 300.3 ± 0.2 25.8 ± 0.22
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10.3 Norcampher
Fu¨r die Messung der RDCs von Norcampher wurde ein Gellan Gum Sta¨bchen in einer
0.5 M Norcampher/DMSO-d6 Lo¨sung ein Woche lang gequollen. Das verwendetete Gellan
Gum Polymersta¨bchen wurde aus einer Mischung aus HA und LA (1:16, w:w) hergestellt.
Tabelle 10.3: RDCs von 0.5 M Norcampher in Gellan Gum/DMSO-d6. Es war keine qua-
drupolare Aufspaltung detektierbar.
δ(1H)/[ppm] δ(13C)/[ppm] 1JCH/[Hz]
1TCH/[Hz]
1DCH/[Hz]
C1-H1 2.44 49.6 148.97±0.1 148.97±0.1 0±0.1
C3-H3,exo 2.00 45.0 128.3±0.2 140.59±3.0 12.29±3.0
C3-H3,endo 1.74 134.6±0.2 134.0±3.0 -0.64±3.0
C4-H4 2.58 35.2 144.58±0.1 143.69±0.2 -0.89±0.2
C5-H5,exo 1.71 27.1 132.0±0.2 125.79±1.2 -6.21±1.2
C5-H5,endo 1.38 134.09±0.8 131.23±1.0 -2.86±1.3
C6-H6,exo 1.78 24.1 137.57±0.1 129.62±2.5 -7.95±2.5
C6H6,endo 1.35 134.64±0.1 132.6±1.5 -2.04±1.5
C7-H7,syn 1.69 37.4 133.62±0.8 121.2±2.5 -12.42±2.6
C7-H7,anti 1.47 135.78±1.2 124.82±2.5 -10.96±2.8
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10.4 Ubiquitin
Fu¨r die Messungen der RDCs und RCSAs von 15N markiertem Ubiquitin, wurde ein Gel-
lan Gum Sta¨bchen in einer 250 µM 15N-markierten Ubiquitin H2O:D2O (90:10) Lo¨sung
gequollen und ein entsprechendes 1H-15N FAST HSQC Spektrum aufgenommen.
DATA N 58
DATA RMS 1.276
DATA Chi2 83.121
DATA CORR R 0.981
DATA Q SAUPE 0.121
DATA REGRESSION OFFSET -0.042+/−0.167 [Hz]
DATA REGRESSION SLOPE 0.944+/−0.025[Hz]
DATA REGRESSION BAX SLOPE 0.962+/−0.017[Hz]
Abbildung 10.1: Auswertungsdaten nach der Berechnung der anisotropen Parameter von
PALES. Neben der Anzahl der verwendeten RDCs N und dem RMS Wert
werden die Qualita¨tsfaktoren χ2, R, Q und verschiedene Regressionsdaten
ausgegeben.
Die Moleku¨lgruppen des Strukturmodells mit der Kennung 1D3Z aus der BMRB wurde
mit NMRPipe aus den aufgenommenen Spektren identifiziert.166 Nach der geometrischen
Optimierung mit COSMOS wurde das Strukturmodell zum Anfitten der experimentellen
RDCs verwendet. Die Seitenketten von Ubiquitin waren nicht dokumentiert. Es wurden
daher nur die RDCs des Ru¨ckgrats fu¨r die Zuru¨ckberechnung mit PALES eingesetzt. Die
zuru¨ckberechneten und experimentellen RDCs wurden in einem Dgem.CH -D
ber.
CH -Diagramm
gegeneinander aufgetragen.
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Tabelle 10.4: Residuale dipolare Kopplungen von 250 µM 15N-markiertem Ubiquitin in
Gellan Gum/H2O:D2O (90:10) bei einer quadrupolaren Aufspaltung von
∆νQ = 1.3 Hz
δ(1H)/[ppm] δ(15N)/[ppm] 1JNH/[Hz]
1TNH/[Hz]
1DNH/[Hz]
Gln2 8.86 123.1 92.7±0.2 87.9±0.5 -4.8±0.5
Ile3 8.21 115.2 92.6±0.2 97.0±0.9 4.4±0.9
Phe4 8.51 118.5 93.2±0.2 99.3±0.5 6.1±0.5
Lys6 8.82 132.8 93.9±0.2 95.8±0.5 1.9±0.5
Thr7 8.65 115.5 93.9±0.2 97.6±1.0 3.66±1.0
Leu8 9.05 121.58 92.05±0.1 98.5±0.6 6.4±1.0
Thr9 7.56 105.9 92.5±0.1 96.04±1.6 3.54±1.6
Gly10 7.73 109.2 93.2±0.2 92.2±2.2 -1.0±2.2
Lys11 7.19 121.9 93.4±0.2 90.9±1.8 -2.5±1.8
Thr12 8.56 120.7 92.4±0.2 95.5±0.5 3.1±0.5
Ile13 8.78 127.8 93.3±0.3 98.5±1.0 5.2±1.0
Thr14 8.66 121.9 92.9±0.3 96.3±0.6 3.4±0.7
Leu15 8.63 125.1 93.8±0.2 102.5±0.6 8.7±0.5
Glu16 8.05 122.5 92.2±0.4 91.42±0.7 -0.78±0.8
Val17 8.84 117.6 93.6±0.2 95.2±0.5 1.6±0.5
Glu18 8.56 119.3 91.9±0.2 84.7±1.0 -7.2±1.0
Ser20 6.95 103.5 92.1±0.2 98.9±1.7 6.7±1.7
Asp21 7.96 123.9 93.8±0.2 94.1±0.5 0.3±0.5
Thr22 7.80 109.0 93.5±0.5 105.5±0.9 12.0±1.0
Ile23 8.45 121.4 93.6±0.2 95.2±1.5 1.5±1.5
Asn25 7.84 121.3 93.98±0.1 88.91±0.7 5.07±0.7
Val26 8.02 122.2 93.35±0.2 94.12±2.0 0.77±2.0
Lys27 8.46 119.1 93.9±0.1 91.5±0.5 -2.4±0.5
Lys29 7.77 120.3 93.29±0.2 94.1±1.0 0.8±1.0
Ile30 8.19 121.4 93.5±0.1 94.3±0.5 0.8±0.5
Gln31 8.46 123.6 93.1±0.2 88.3±0.5 -4.8±1.0
Asp32 7.95 119.9 93.32±0.2 84.03±0.5 -9.29±1.4
Glu34 8.64 114.2 90.37±0.1 85.44±2.3 -4.93±2.3
Gly35 8.41 108.9 94.0±0.2 80.1±0.8 -13.9±0.8
Ile36 8.41 108.9 94.0±0.2 80.1±0.8 -13.0±1.0
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δ(1H)/[ppm] δ(15N)/[ppm] 1JNH/[Hz]
1TNH/[Hz]
1DNH/[Hz]
Asp39 8.38 113.5 93.74±0.1 103.07±1.3 9.33±1.3
Gln40 7.72 116.9 92.16±0.1 103.32±0.8 11.16±0.8
Gln41 8.05 118.1 93.8±0.2 99.0±2.0 5.2±2.0
Arg42 8.42 123.1 93.4±0.2 90.8±2.0 -2.6±0.5
Leu43 8.74 124.4 92.7±0.3 93.6±0.4 0.9±0.5
Ile44 8.98 122.2 92.3±0.5 92.1±0.6 -0.2±0.8
Phe45 8.74 125.4 93.8±0.2 96.0±0.8 2.2±0.8
Ala46 8.88 132.8 94.0±0.2 95.2±0.5 1.2±0.5
Gly47 8.08 102.6 93.3±0.1 97.0±2.0 3.68±2.0
Lys48 7.89 121.9 92.1±0.1 94.3±0.4 2.2±0.4
Gln49 8.55 122.8 92.8±0.3 104.12±2.8 11.32±2.8
Leu50 8.46 125.7 93.6±0.2 88.1±0.5 -5.5±0.5
Glu51 8.32 123.3 92.1±0.1 80.3±1.0 -11.8±1.0
Asp52 8.08 120.5 92.3±0.2 87.9±0.3 -4.4±0.4
Arg54 7.38 119.5 92.6±0.3 82.5±2.0 -10.0±2.0
Thr55 8.72 108.8 92.6±0.5 90.0±2.0 -2.6±2.0
Leu56 7.38 118.0 93.2±0.1 106.0±0.5 12.8±1.0
Ser57 8.45 113.7 93.3±0.1 105.3±2.1 12.0±2.1
Asp58 7.17 124.6 93.55±0.2 96.11±2.0 2.56±2.0
Tyr59 7.16 115.8 92.2±0.2 106.8±1.0 14.6±1.0
Asn60 8.06 116.0 94.5±0.2 95.5±0.8 1.0±0.8
Ile61 7.17 118.9 93.18±0.2 99.9±1.8 6.72±1.8
Gln62 7.55 125.0 92.55±0.3 96.44±1.6 3.89±1.6
Thr66 8.66 117.4 91.9±0.2 102.9±7.2 11.0±2.3
Leu71 8.07 123.3 93.0±0.2 96.9±0.5 3.9±0.5
Arg74 8.35 121.9 92.9±0.2 102.9±1.0 10.0±1.0
Gly75 8.40 111.0 93.9±0.1 97.0±1.5 3.1±1.5
Gly76 7.86 115.1 93.55±0.2 93.42±1.7 -0.13±1.7
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10.5 Metabonomics
Abbildung 10.2: Muster 1: Signalmuster zur Unterscheidung der Genotypen VBI-0 und
VBI-3, sowie der Belichtungs- und Kontrollproben.
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Abbildung 10.3: Muster 3: Signalmuster zur Unterscheidung der belichteten und unbelich-
teten Proben von VBI-0.
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Abbildung 10.4: Muster 3: Signalmuster zur Unterscheidung der belichteten und unbelich-
teten Proben von VBI-3.
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Abbildung 10.5: Muster 4: Signalmuster zur Unterscheidung der unbelichteten Proben von
VBI-0 und VBI-3.
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10.5. Metabonomics 145
Abbildung 10.6: Muster 5: Signalmuster zur Unterscheidung der belichteten Proben von
VBI-0 und VBI-3.
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Abbildung 10.7: Muster 6: Signalmuster zur Unterscheidung der Genotypen und Behand-
lungen der Salzstress- und Trockenstressexperimente
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Abbildung 10.8: Darstellung der Plots zur PCA der 24 h-Salzstress-Wurzelextrakte. Im
Influence-Plot ist die WT Probe als mo¨glicher Ausreißer gekennzeichnet.
Die gezeigte Gesamtvarianz verdeutlicht, dass mit den ersten zwei PCs
die gro¨ßte Varianz zu 96.59% angegeben werden kann.
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